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Die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken
an polymeren Trägern ist eine leistungsfähige Methode für die
rasche Identifizierung neuer Verbindungen, die zum Beispiel
effizient zum Studium biologischer Phänomene und für die
Entwicklung neuer Wirkstoffe herangezogen werden kön-
nen.[1] Ihr Erfolg hängt jedoch entscheidend von der Auswahl
geeigneter Molekülgerüste ab, an die im Verlauf der kom-
binatorischen Synthese verschiedene funktionelle Gruppen
angeknüpft werden. Es reicht nicht allein aus, groûe Biblio-
theken aufzubauen, die Grundstruktur der einzelnen Be-
standteile der Bibliotheken muû biologisch relevant sein.

Naturstoffe mit bekannter biologischer Aktivität enthalten
solche Molekülgerüste. Die Entwicklung von Methoden für
die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken mit
der molekularen Architektur von Naturstoffen[2] muû daher
von groûem Interesse für die kombinatorische, die bioorga-
nische und die medizinische Chemie sein. Hierfür werden
Synthesetechniken und mehrstufige Reaktionssequenzen be-
nötigt, die mit hoher Effizienz an polymeren Trägern durch-
geführt werden können. Wir berichten hier über eine neue
Methode für die Synthese des Proteinkinase C(PKC)-Akti-
vators Indolactam V und deren Anwendung für die erste
Festphasensynthese von Indolactam-V-Analoga. Die Synthe-
se ermöglicht es, Substituenten (R1 ± R3, siehe Abbildung 1)
kombinatorisch zu variieren und so Bibliotheken potentieller
PKC-Aktivatoren und Inhibitoren herzustellen.

Die Proteinkinase C spielt in Signaltransduktionspfaden,
die vielfältige zelluläre Prozesse regeln, z. B. Genexpression,
Wachstum, Differenzierung, Apoptose und Tumorentste-
hung, eine entscheidende Rolle.[3] Sie bildet eine Familie
von mindestens elf eng verwandten Serin/Threonin-Kinase-
Isoenzymen, die in allen Zelltypen exprimiert werden. Die
verschiedenen Isoformen sind jedoch oft gewebespezifisch
verteilt.[3] Eine veränderte PKC-Aktivität ist mit vielen
Krankheitsbildern verbunden, und Modulatoren der PKC-
Aktivität könnten für die Behandlung von z. B. Krebs,
Asthma, rheumatoider Arthritis, mit Diabetes verbundenen
Komplikationen, Psoriasis und Störungen des zentralen
Nervensystems eingesetzt werden.[3c] Die PKC gilt daher als
vielversprechender Ansatzpunkt für die Entwicklung neuer
medizinischer Leitverbindungen. Selektive Aktivatoren oder
Inhibitoren der verschiedenen PKC-Isoenzyme sollten eben-
falls wertvolle Hilfsmittel für die Untersuchung von Signal-
pfaden in unterschiedlichen Geweben sein.[4] Verschiedene
Mitglieder der PKC-Familie werden durch den sekundären
Botenstoff Diacylglycerin (DAG) aktiviert und zur Plasma-
membran transportiert. Die Wirkung von DAG kann von
extern applizierten Wirkstoffen, wie den Phorbolestern,
nachgeahmt werden. Zum Studium der strukturellen Grund-
lagen der PKC-Aktivierung wurde insbesondere (ÿ)-Indo-
lactam V 1, das die grundlegende Struktureinheit der tumor-
promovierenden Teleocidine ist,[3, 5] als zentrale Schlüsselver-
bindung herangezogen.[4, 6] Abbildung 1 verdeutlicht, daû die
Indolactamgrundstruktur verschiedene Substituenten in defi-
nierter räumlicher Anordnung enthält. Dieses Substitutions-
muster ermöglicht daher basierend auf einem biologisch
relevanten Naturstoff-Templat den Aufbau einer multidimen-
sionalen Substanzbibliothek.

Abbildung 1. Struktur von (ÿ)-Indolactam V 1 und Grundstruktur von
Indolactam-V-Analoga 2, die durch kombinatorische Synthese zugänglich
sind.
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Beim Entwurf der Bibliothek und der Synthesestrategie
muûte berücksichtigt werden, daû die Struktur der Substi-
tuenten an C12 und N13 die Konformation des neungliedri-
gen Lactamringes beeinfluût (Twist- oder Sofa-Form), die die
Fähigkeit der Heterocyclen zur Bindung an die PKC be-
stimmt (die Twist-Form ist die biologisch aktive Konforma-
tion der Indolactame).[6b] Weiterhin bestimmt der Substituent
an C7 die Bindung der PKC-Aktivatoren an die Membran,
und zur Gewährleistung biologischer Aktivität wird eine freie
OH-Gruppe an C14 benötigt.[7] Daher wurden die Indolac-
tam-Analoga 2 als vielversprechende Zielverbindungen ge-
wählt. Die Substituenten R1 ± R3 sollten durch geeignete
Reaktionen vorzugsweise an der festen Phase variiert werden,
und der Indolactamgrundkörper sollte über die primäre OH-
Gruppe an den polymeren Träger geknüpft werden.

Als zentraler enantiomerenreiner Baustein für die kom-
binatorische Einführung der Substituenten R1 ± R3 an der
festen Phase wurde das 4-Amino-substituierte Indolderivat 8
wie in Schema 1 gezeigt aufgebaut. N-TIPS-geschütztes
Gramin 3 (TIPS�Triisopropylsilyl) wurde regioselektiv in
der 4-Position lithiiert,[8] und durch Umsetzen des Aryllithi-
um-Intermediats mit Trimethylsilylmethylazid[9] gelang die
Einführung einer NH2-Gruppe. Nach Schützen der Amino-
gruppe wurde das Graminderivat 4 in das entsprechende
substituierte Tryptophan überführt. Hierfür wurde die tertiäre
Amineinheit N-methyliert und nachfolgend die TIPS-Gruppe
durch Fluoridionen abgespalten. Die Entschützung ging mit
einer Eliminierung von Trimethylamin einher und führte zur

Schema 1. Enantioselektive Synthese des 4-Amino-substituierten Trypto-
phanderivats 8 ± eine formale Totalsynthese von (ÿ)-Indolactam V 1.
All�Allyl; Boc� tert-Butyloxycarbonyl; RT�Raumtemperatur;
TBAF�Tetrabutylammoniumfluorid; Z�Benzyloxycarbonyl.

Bildung eines exo-Methylenimin-Intermediats, das mit Phe-
nylacetamidomalonsäurediallylester 5 nach Art einer Man-
nich-Reaktion reagierte. Der resultierende a-alkylierte Ma-
lonsäurediester wurde durch Pd0-vermittelten Allyltransfer
auf Morpholin[10] entschützt, und die dabei gebildete Malon-
säure wurde in hoher Ausbeute zum 4-Aminotryptophan-
Derivat 6 decarboxyliert. Um enantiomerenreine Indolactam-
Analoga aufbauen zu können, wurde die Phenylacetamido-
gruppe der racemischen Aminosäure 6 mit Penicillin-G-
Acylase enantioselektiv hydrolysiert.[11] Die enzymatische
Hydrolyse verlief nur bis zu einem Umsatz von 50 %, und
aus dem Reaktionsgemisch wurde die gewünschte l-Amino-
säure in 39 % Ausbeute (maximale Ausbeute 50 %) und mit
einem Enantiomerenüberschuû von >98 % isoliert.[12] Dar-
über hinaus wurde das nicht umgesetzte d-Aminosäurephe-
nylacetamid als Methylester in 40 % Ausbeute (2 Stufen;
maximale Ausbeute 50 %) und mit einem Enantiomeren-
überschuû von >98 % isoliert. Mit dieser Methode sind damit
beide Enantiomere von 4-N-Boc-Tryptophan in vorteilhafter
und effizienter Weise zugänglich. Die l-Aminosäure 7 wurde
dann durch Schutzgruppenmanipulationen und Reduktion
des intermediär gebildeten Methylesters zum Alkohol in 65 %
Gesamtausbeute zum selektiv maskierten Aminoalkohol 8
umgesetzt. Das 4-Aminoindolderivat 8 war bereits früher als
fortgeschrittenes Intermediat in einer Indolactam-V-Synthese
synthetisiert worden.[13] Die in Schema 1 dargestellte Reak-
tionssequenz stellt daher eine neue formale Totalsynthese
dieses PKC-Aktivators dar.

Der Aminoalkohol 8 diente als zentrales Intermediat bei
der geplanten Festphasensynthese von Indolactam-V-Analo-
ga. Das zweite für das Indolactamgerüst charakteristische
Stereozentrum wurde durch Alkylierung der Aminofunktion
mit unterschiedlichen a-Hydroxysäureester-Triflaten 9 ein-
geführt. Die hydrogenolytische Abspaltung der Z-Schutz-
gruppe und der Benzylesterfunktion sowie die nachfolgende
Amidbildung lieferten die neungliedrigen Lactame 10 in
hohen Ausbeuten (Schema 2). Die direkte Anknüpfung der
Indolylalkohole 10 an ein mit einem Tetrahydropyran(THP)-
Linker ausgestattetes Polystyrolharz[14a] verlief nur wenig
effizient. Durch Acetalbilung mit der Linker-Vorstufe 11,[14b]

Hydrogenolyse der Benzylestergruppe und Kupplung des
resultierenden Linker/Substrat-Konjugats 12 an chlormethy-
lierte Polystyrolkügelchen durch nucleophile Veresterung
konnte dieses Problem jedoch umgangen werden. Auf diesem
Weg wurden die Harze 13 mit typischen Beladungsdichten
von ca. 0.9 ± 1 mmol gÿ1 erhalten.[15] Dies entspricht einer
Kupplungsausbeute von 73 ± 81 % (Tabelle 1).

In einer Vierstufensequenz wurden dann die Substituenten
R2 und R3 in die am Harz verankerten Indolderivate 13
eingeführt und die gewünschten Indolactam-Derivate vom
festen Träger abgelöst (Schema 2). In Voruntersuchungen
wurde die Reaktionssequenz für die Verbindungen 17/1 ± 17/4
etabliert (Tabelle 2). Dabei wurde der Indolactamgrundkör-
per an N13 durch reduktive Aminierung mit den Aldehyden
14 und NaHB(OAc)3 unter Bildung der entsprechenden
immobilisierten tertiären Amine N-alkyliert und nachfolgend
C7 des aromatischen Systems durch Behandeln mit Iod in
Pyridin/Dioxan bei 0 8C[16] regioselektiv iodiert. Eine Sono-
gashira-Kupplung der resultierenden Aryliodide mit den
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Schema 2. Festphasensynthese der Indolactam-Analoga 17. Bzl�Benzyl;
Tf�Trifluormethansulfonyl; TFA�Trifluoressigsäure.

Acetylenen 15 an fester Phase[17] lieferte die immobilisierten
Alkine 16. Schlieûlich gelang die Abspaltung der mehrfach
substitierten Indolderivate vom polymeren Träger durch
Spaltung des Acetalankers mit wäûriger Trifluoressigsäure.
Unerwarteterweise wurden die Alkingruppen an C7 unter
diesen Bedingungen zu den entsprechenden Ketonen 17
hydratisiert.[18] Mit dieser vierstufigen Reaktionsfolge waren

die Indolactam-Analoga 17/1 ± 17/4 in Ausbeuten von 40 ±
50 % zugänglich, d. h. mit hoher Gesamteffizienz (durch-
schnittliche Ausbeute je Stufe: 80 ± 84 %). Nachdem somit
eine effiziente Festphasensynthese entwickelt worden war,
wurde eine Bibliothek von Indolactam-Analoga aufgebaut
(Tabelle 2). Hierbei diente besonders das harzgebundene
Indolderivat 13 c als Ausgangsmaterial, das mit einer Reihe
unterschiedlicher Aldehyde und Alkine in Parallelsynthe-
sen[19] entsprechend der vorstehend beschriebenen Vorge-
hensweise umgesetzt wurde. Die in Tabelle 2 dargestellten
Ergebnisse belegen, daû in der von uns ausgearbeiteten
Festphasensequenz unterschiedlich substituierte Aldehyde

Tabelle 1. Ergebnisse der Synthesen der harzgebundenen Indolderivate
13.

8!10 10!12 12!13
R1 Verb. Ausb. [%] Verb. Ausb. [%] Verb. Ausb. [%]

CH3 10a 76 12a 25 13a 81
iPr 10b 67 12b 50 13b 73
CH2Ph 10c 65 12c 68 13c 77

Tabelle 2. Ergebnisse der Festphasensynthesen der Indolactam-V-Analo-
ga 17.[a]

Verb. R1 R2 R3 Ausb. [%]

17/1 CH2Ph nBu nPr 40
17/2 CH2Ph nBu Ph 50
17/3 CH3 iPr nPr 43
17/4 CH3 iPr Ph 47
17/5 iPr CH3 nPr 20

17/6 CH2Ph CH2Ph 13

17/7 CH2Ph 17

17/8 CH2Ph tBu 21

17/9 CH2Ph 52

17/10 CH2Ph Ph 20

17/11 CH2Ph CH2N(CH3)2 33

17/12 CH2Ph CH2Ph 10

17/13 CH2Ph 30

17/14 CH2Ph Ph 11

17/15 CH2Ph CH2N(CH3)2 20

17/16 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph CH2Ph 12

17/17 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph 14

17/18 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph tBu 15
17/19 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph CH2CH2OH 17

17/20 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph 56

17/21 CH2Ph CH2CH(CH3)Ph CH2N(CH3)2 65
17/22 CH2Ph nBu CH2Ph 20

17/23 CH2Ph nBu 22

17/24 CH2Ph nBu tBu 15

17/25 CH2Ph nBu 49

17/26 CH2Ph nBu CH2N(CH3)2 53
17/27 CH2Ph CH2CH2Ph CH2Ph 18

17/28 CH2Ph CH2CH2Ph 16

17/29 CH2Ph CH2CH2Ph 53

17/30 CH2Ph CH2CH2Ph Ph 17
17/31 CH2Ph CH2CH2Ph CH2N(CH3)2 51

[a] Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die gesamte Reaktions-
folge 13!17.
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und Alkine mit zusätzlichen funktionellen Gruppen erfolg-
reich eingesetzt werden können. Unter Verwendung von drei
a-Hydroxysäure-Triflaten, sieben Aldehyden und acht Alki-
nen wurde eine Bibliothek von 31 Indolactam-Analoga in
Gesamtausbeuten zwischen 65 % und 10 % aufgebaut (durch-
schnittliche Ausbeute je Schritt : 90 % bis 57 %).

Zahlreiche weitere Aldehyde, Alkine und a-Hydroxysäu-
ren sind leicht zugänglich. Weiterhin können die Aryliodid-
Intermediate auch in Pd0-katalysierten Suzuki-, Stille- und
Heck-Reaktionen eingesetzt werden, so daû vielfältige Aryl-
und Alkenylgruppen eingeführt werden können. Die entwik-
kelte Syntheseroute sollte damit einen effizienten und flexi-
blen Zugang zu zahlreichen weiteren Indolactam- und
Teleocidin-Analoga eröffnen.

Um zu prüfen, ob die oben beschriebenen Indolactam-
Analoga wirklich PKC-Aktivatoren sind, wurden elf ausge-
wählte Verbindungen aus der Substanzbibliothek in einem
zellulären System getestet. Bei diesem Assay werden Swiss-
3T3-Fibroblasten mit PKC-Modulatoren behandelt. Die Ak-
tivierung von PKC verursacht die Phosphorylierung des
Hauptsubstrates von PKC, MARCKS (myristoylated alani-
ne-rich C kinase substrate),[20] eines 80-kDa-Proteins. Das
nichtphosphorylierte MARCKS ist über seine N-terminale
myristoylierte Domäne und die in der Mitte des Proteins
befindliche nichtphosphorylierte Phosphorylierungs-Domäne
an Membranen gebunden (Abbildung 2 A). MARCKS ist ein

Abbildung 2. Die Aktivierung von PKC induziert die Translokation von
MARCKS. A) Das PKC-Substrat MARCKS ist im nichtphosphorylierten
Zustand membrangebunden. Phosphorylierung durch PKC verursacht eine
schnelle und effiziente Translokation von MARCKS von der Membran ins
Cytosol. B) Ruhende Swiss-3T3-Zellen blieben unbehandelt (Kontrolle;
Co� control) oder wurden 30 min mit der angegebenen Verbindung
(200 nm) behandelt. Die Zellen wurden gewaschen, homogenisiert und
die so erhaltenen Extrakte durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation
fraktioniert. Cytoplasmatische Proteine wurden durch eine Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) getrennt und
durch Western Blotting mit einem polyklonalen MARCKS-Antiserum
und verstärkter Chemilumineszenz analysiert. Die Positionen der Proteine
des Molekulargewichtsmarkers sind links (in kDa) angegeben. Indol.V�
Indolactam V.

spezifisches Substrat für die PKC.[21] Nach der Aktivierung
von PKC wird MARCKS in der Phosphorylierungs-Domäne
phosphoryliert, was zu einer schnellen und effizienten Trans-
lokation von MARCKS von der Membran ins Cytosol führt.
Daher kann durch Analyse der subzellulären MARCKS-
Lokalisation (membrangebunden oder cytosolisch) die Akti-
vierung von PKC bestimmt werden. Konfluente, ruhende
Kulturen von Swiss-3T3-Zellen wurden 30 min mit Phor-
bol-12,13-dibutyrat (PDB) in einer Sättigungskonzentration
von 200 nm inkubiert, um eine maximale Aktivierung der
PKC zu erreichen. Die Zellen wurden homogenisiert und die
Extrakte in cytosolische und membrangebundene Fraktionen
getrennt.

Die Menge des MARCKS-Proteins in diesen Fraktionen
wurde durch Western-Blot-Analysen mit einem Antiserum
gegen ein rekombinantes GST-MARCKS-Fusionsprotein
(GST�Glutathion-S-Transferase) bestimmt. Mit diesem
Antiserum wird eine einzelne Bande detektiert, die dem
MARCKS-Protein entspricht.[20] In ruhenden Zellen wurden
nur geringe Mengen von MARCKS in der cytoplasmatischen
Fraktion gefunden (Abbildung 2 B; Kontrolle), während die
Hauptmenge des Proteins membranassoziiert war (Daten
nicht gezeigt). Wir nutzten dann dieses System, um elf
Indolactam-Derivate (200 nm) aus unserer Bibliothek auf ihre
Eigenschaft als Aktivatoren von PKC in 3T3-Fibroblasten zu
prüfen und eine Translokation von MARCKS zu induzieren.
Alle getesteten Verbindungen verursachten eine drastische
Translokation von MARCKS (Abbildung 2 B). Die densito-
metrische Auswertung der Autoradiographien ergab eine
durch die Indolactam-V-Derivate induzierte Steigerung der
MARCKS-Translokation um das Drei- bis Fünffache. Sie sind
damit etwas weniger effizient als Indolactam V selbst oder der
Phorbolester PDB (siebenfache Steigerung für beide; Ab-
bildung 2 B). Die Präinkubation der Swiss-3T3-Zellen mit
2.5 mm GF109203X, einem spezifischen PKC-Inhibitor, ver-
hinderte vollständig die MARCKS-Translokation (Daten
nicht gezeigt). Die Phosphorylierung von MARCKS ist eine
Voraussetzung für die MARCKS-Translokation. Daher be-
legen diese Resultate, daû die Indolactam-V-Derivate effi-
ziente PKC-Aktivatoren sind.

MARCKS ist ein spezifisches Substrat für alle konventio-
nellen und neuen PKC-Isoformen in vitro und in Fibrobla-
sten.[21] Unsere Ergebnisse zur unterschiedlich starken PKC-
Aktivierung in Swiss-3T3-Zellen durch verschiedene Indo-
lactam-Analoga können dadurch erklärt werden, daû diese
Verbindungen unterschiedlich stark an die PKC binden und
sie aktivieren können. Ein solcher Befund würde neue Wege
für die Etablierung von Struktur-Funktions-Beziehungen
eröffnen. Alternativ könnten die verschiedenen getesteten
Indolactam-Analoga mit unterschiedlicher Effizienz an ein-
zelne Mitglieder der PKC-Familie binden. In diesem Zusam-
menhang sollte man beachten, daû die von uns verwendeten
Swiss-3T3-Mäusefibroblasten hauptsächlich die konventio-
nelle PKC-Isoform a, die neuen Isoformen d und e sowie die
atypische Isoform z exprimieren.[22]

Eingegangen am 15. Februar,
veränderte Fassung am 5. Juli 1999 [Z 13032]
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Nichtkatalysierte organische Synthese in
überkritischem Wasser: bemerkenswertes
Verhalten in der Nähe des kritischen Punkts
Yutaka Ikushima,* Kiyotaka Hatakeda, Osamu Sato,
Toshirou Yokoyama und Masahiko Arai

Die Industrie hat sich in den letzten Jahren verstärkt
bemüht, Alternativen für die gebräuchlichen unpolaren
Lösungsmittel zu finden, denn diese sind oft toxisch und
umweltschädlich. Diese Entwicklung führt zu neuen Heraus-
forderungen u.a. für die Verfahrens- und Umwelttechnik
sowie für die Umwelt- und Materialwissenschaften. Über-
kritisches Wasser (scH2O), das Temperaturen und Drücken
jenseits des kritischen Punkts, 374 8C und 22.1 MPa, aus-
gesetzt wurde, sollte eine solche Alternative darstellen, denn
es ist nicht nur das umweltverträglichste, in der Natur am
weitesten verbreitete und billigste Lösungsmittel, sondern
seine physikochemischen Eigenschaften können, abhängig
von Druck und Temperatur, auch in hohem Maûe variiert
werden.[1] So liegt die statische Dielektrizitätskonstante des
Wassers in der flüssigen Phase bei 80 und fällt bei 30 MPa und
400 8C im überkritischen Bereich auf 6.0 ab.[1b] Die Eigen-
schaften von überkritischem Wasser unterscheiden sich deut-
lich von denen des flüssigen oder überhitzten Wassers; so sind
unpolare organische Verbindungen sehr gut hierin löslich
oder hiermit mischbar.[1c] Diese besondere Beschaffenheit
sowie sein hohes Diffusionsvermögen und seine niedrige
Viskosität sollten scH2O zu einem idealen Ersatz für unpolare
organische Lösungsmittel machen. Überkritisches Wasser
und überhitztes Wasser wurden bislang hauptsächlich für
den ¹Abbauª organischer Reaktanten eingesetzt, z. B. für die
Vernichtung organischer Abfälle,[2a] für die Pyrolyse und
Hydrolyse von Kohle und Biomasse[2b] sowie für geochemi-
sche Reaktionen.[3a]

Daneben gibt es jedoch auch einige Arbeiten über die
Verwendung von scH2O als Katalysator, Reaktant oder auch

Stichwörter: Alkaloide ´ Kombinatorische Chemie ´ Signal-
transduktion ´ Totalsynthesen ´ Wirkstoff-Forschung
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