HIGHLIGHTS

Bei Grippe? ... ein Designerwirkstoff auf Zuckerbasis

Von Carlo Unverzagt*

Wenn wir eine Grippeinfektion haben, bleibt uns neben
dem dauernden Griff zum Taschentuch oft nur die Hoff-
nung, dall die Krankheit innerhalb der nichsten Wochen
vorbei sein wird. Danach sind wir meist eine geraume Zeit
gegen Neuerkrankung geschiitzt, dennoch ist die Chance
groB, ofter im Jahr angesteckt zu werden. Auch mit Grippe-
schutzimpfung kdnnen wir jederzeit wieder erkranken. Die
echte Grippe, die durch Influenzaviren hervorgerufen wird,
ist besonders gefdhrlich fiir dltere Menschen und Menschen
mit Atemwegserkrankungen. Eine Gruppe australischer
Forscher hat diese Problematik aufgegriffen und einen syn-
thetischen Anti-Influenzawirkstoff auf der Basis von N-Ace-
tylneuraminsiure 1a entwickelt!), der von Glaxo als Nasen-
spray gegen Influenza gepriift wird. Besonders hilfreich beim
Design der Verbindung waren Daten aus der Rontgenstruk-
turanalyse eines Komplexes aus Influenza-Sialidase und ei-
nem Inhibitor.

Warum bietet unser Immunsystem keinen dauerhaften
Sehutz gegen eine Influenza-Infektion? Das Virus ist in der
Lage, seine Oberflichenantigene rasch zu verdndern, so daB
es die korpereigene Abwehr, die z.B. noch keine Antikorper
gegen die neuen Virusformen besitzt, iiberlisten kann. In-
fluenza befillt auch Tiere und wahrscheinlich fithrt die In-
fektion eines Organismus mit zwei verschiedenen Influenza-
viren zum Auftreten neuer hoch pathogener Stimme, die
dann groBe Pandemien auslosen konnen!?). Trotz dieses Va-
riationsreichtums der beiden Influenza-Oberflichenantigene
Hémagglutinin und Sialidase (Neuraminidase) bleiben ihre
Funktionen erhalten. Beide Proteine binden an den Zucker
N-Acetylneuraminsdure (NeuSAc) 1a (Schema 1) aus der
Familie der Sialinsiuren. Die Sialinsduren sind ein wichtiger
Bestandteil der Zelloberfliche und befinden sich dort meist
an den besonders exponierten Enden der Kohlenhydratket-
ten von Glycoproteinen und Glycolipiden. Uber die Erken-
nung von 1a durch das Himagglutinin wird das Influenzavi-
rus zunichst an der Oberfliche der Epithelzellen im
Atemwegsbereich festgehalten und kann nachfolgend die In-
fektion einleiten. Eine dem Hamagglutinin entgegengesetzte
Wirkung hat die Sialidase, ein Enzym, das die glycosidische
Bindung der N-Acetylneuraminsdure spaltet und damit
wahrscheinlich fiir die gute Ablosung der neugebildeten Vi-
ruspartikel von den Wirtszellen sorgt. Der auf der Erken-
nung von terminaler N-Acetylneuraminsiure beruhende
Infektions- und Vermehrungscyclus des Influenzavirus ist
somit ein guter Ansatzpunkt fiir die Entwicklung eines Me-
dikamentes.

Die geometrischen Parameter von Hidmagglutinin und
Sialidase sind seit gut einem Jahrzehnt aus einer Rontgen-
strukturanalyse bekannt, allerdings waren diese Daten nur
sehr unzureichend. Erst in jiingerer Zeit sind Rontgenstruk-
turanalysen mit guter Auflésung von Komplexen dieser Sub-
stanzen mit dem Liganden N-Acetylneuraminsdure publi-

[*] Dr. C. Unverzagt
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitit Miinchen
Lichtenbergstrale 4, D-85748 Garching
Telefax: Int. + 89/3209-3210

1762 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1993

a:R=H
Sialidase C
b: R = Oligosaccharid

Schema 1.

ziert worden!®l, Ein seit langem bekannter Inhibitor fiir
Influenza-Sialidase ist 2-Desoxy-2,3-dehydro-N-acetyl-
neuraminsiure (Neu5Ac2en) 31, die als Analogon des Neu-
raminyl-Kations 2 angesehen werden kann. Ein solches Kat-
ion wird fiir die Sialidasereaktion beim Ubergang von der
glycosidisch gebundenen (1b) zur freien N-Acetylneuramin-
sidure la postuliert’®, Die Sialidase bindet den Inhibitor 3
besser (K;~1x107%m) als das natiirliche Substrat N-
Acetylneuraminsdure 1a (K; = 6.9 x 10™* M), Die Inhibie-
rung durch 3 ist kompetitiv, und 3 wird durch die Sialidase
sehr langsam zu 1a hydratisiert!®], was eine Bindung des
Inhibitors als Ubergangszustandsanalogon untermauert.
Ausgehend von 3 als Leitstruktur konnten von Itzstein et al.
nun einen wesentlich verbesserten Inhibitor entwerfen!!, Sie
stittzten sich dabei auf eine Kristallstrukturanalyse der In-
fluenza-Sialidase mit 3 in der Bindungstasche!3. Mit Hilfe
eines Computerprogrammes suchten sie innerhalb der Bin-
dungstasche die Oberfliche des Enzyms nach solchen Stellen
ab, an denen der Inhibitor 3 nach dem Austausch funktio-
neller Gruppen zusétzliche Wechselwirkungen mit dem Pro-
tein eingehen kann. Dabei fanden sie eine Nische in der Ndhe
von OH-4, die von sauren Aminosduren flankiert ist. Da-
nach solite eine besonders giinstige Wechselwirkung der 4-
Aminogruppe in 4-Amino-NeuSAc2en 4a mit dem Car-
boxylatrest von Glu-119 moéglich sein. Eine noch stirkere
Salzbriicke sollte 4-Guanidino-NeuSAc2en 4b aufbauen
(Schema 2).

Die Kristallstrukturanalyse von Influenza-Sialidase im
Komplex mit den nach der vorhergehenden Analyse synthe-
tisierten Inhibitoren 4a, b zeigte, daB sich die vorhergesag-
ten ionischen Wechselwirkungen tatsdchlich ausbilden kén-
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- Glu-119 (4a,b)

aR=H A
Glu-227 (4b)
b: R = {C=NH}-NH,

Schema 2,

nen. So wird das Molekil am 1-Carboxylatrest durch die
basischen Argininreste 118, 292 und 371 fixiert, die 4-Ami-
nogruppe in 4a baut eine Salzbriicke mit Glu-119 auf, wih-
rend der 4-Guanidinorest in 4b von zwei Glutaminsidureein-
heiten (119 und 227) gebunden wird. Diese zusitzliche
ionische Fixierung der Verbindungen 4a, b iber den Substi-
tuenten an C-4 erklart auch ihre besondere Wirksambkeit als
Sialidase-Inhibitoren. So wurde fiir die Aminoverbin-
dung 4a eine Inhibierung von K, = 5 x 10~ M gefunden; bei
4b mit dem Guanidinosubstituenten sogar K; = 2 x 107 m.
Mit 4a und 4b, die in vitro in nano- bzw. subnanomolaren
Konzentrationen aktiv sind, liegen die bisher wirksamsten
Inhibitoren der Influenza-Sialidase vor.

Welche Bedeutung hat die hohe Wirksamkeit der neuen
Inhibitoren? Ist es moglich, damit eine Influenza im Organis-
mus zu stoppen? Dazu mul} zunichst die Frage der Selektivi-
tit geklart werden. SchlieBlich sind Sialidasen ubiquitar!”,
und eine Stérung z.B. der menschlichen Sialidasen im Rah-
men eine Influenzabehandlung kénnte zu Komplikationen
fithren. Die Tests mit menschlicher sowie mit mehreren bak-
teriellen Sialidasen zeigten jedoch, daf3 die an C-4 modifizier-
ten Analoga diese Enzyme nur sehr gering hemmen'!. Diese
hohe Selektivitdt liegt wahrscheinlich an der besonderen
Ausbuchtung innerhalb der Bindungstasche der Influenza-
Sialidase, die einen groBen Substituenten an C-4 toleriert;
bei den anderen untersuchten Sialidasen dagegen gibt es
diese Nische offenbar nicht.

Erste Versuche mit Zellkulturen und am Tiermodell
(Frettchen) ergaben fiir 4b eine weitaus bessere Wirkung als
fiir die bisher einzigen Anti-Influenza-Wirkstoffe Amanta-
din und Rimantidin, die allerdings einen anderen Wirkme-
chanismus haben. Di¢ Stammverbindung 3 ist interessanter-
weise im Tiermodell fast inaktiv, wihrend 4b die Virus-
replikation im Organismus ausgezeichnet hemmt!*!. Damit
konnte erstmals gezeigt werden, dal} die effektive und selek-
tive Hemmung der Influenza-Sialidase durch den sehr gut
bindenden Inhibitor 4b den Ausbruch einer Grippe unter-
driicken kann.

Bei der hohen Mutationsrate von Influenzaviren kénnte es
sein, daB3 der Selektionsdruck durch den Inhibitor 4b das
Auftreten von Varianten fordert, die einen sperrigen Rest an
C-4 nicht mehr in der Bindungstasche tolerieren. Dies wider-
spricht zwar der Beobachtung, daBl die Aminosiuren des
katalytischen Zentrums und der benachbarten Stiitzregion
der Influenza-Sialidase hochkonserviert sind, prinzipiell ist
es jedoch nicht auszuschlieBen. Unter Bedingungen, bei de-
nen eine rasche Resistenzbildung gegen Amantadin auftritt,
konnten mit 4 b jedenfalls keine resistenten Influenzastimme
gefunden werden). Sollten sich die ersten Ergebnisse besti-
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tigen und die Wirksamkeit von 4b beim Menschen ebenso
gut sein wie am Tiermodell, so stellt sich vor dem Bestehen
der pharmakologischen und toxikologischen Tests die Frage
nach der Verfiigbarkeit der Substanz. Die chemische Syn-
these (Schema 3) geht aus von N-Acetylneuraminsaure 12l
einem teuren Rohprodukt, das aber mittlerweile zum erheb-

lich gesunkenen Preis von ca. 35000 US$ kg ™' angeboten
wird.
1a
1. MeOH (H")
2. Acy0 (H")
AcO
BF, - OFEt,
CH.Cl,
AcO /l\ MeOH (1Aq.)
AcO /
COOMe
AcQumn
6
TMS-N,
H*/DMF
AcO !

AcO

1. NaOMe/ MeOH
2.N3 - NH;

4a
i HoN(HN=C)SO4H
4b
Schema 3. DMF = N,N-Dimethylformamid, TMS = Trimethylsilyl.

N-Acetylneuraminsiure 1a wird durch saure Veresterung
mit Methanol und nachfolgende Acetylierung unter sauren
Bedingungen in das geschiitzte Glycal 5 iiberfiihrt. Anschlie-
Bend wird der allylstindige Acetatrest an C-4 durch den
nachbarstindigen Acetamidosubstituenten intramolekular
substitutiert. Als Produkt der mit Bortrifluorid-Ether kata-
lysierten Umsetzung erhilt man das reaktive Intermediat
6% mit einer invertierten Konfiguration an C-4. Der Oxa-
zolinring kann durch die Aktivierung des Allylsystems direkt
von Nucleophilen wie Azid gedffnet werden™ ™ und liefert
die 4-Azidoverbindung 7, die wieder die Konfiguration der
2,3-Dehydro-N-acetylneuraminsidure aufweist. Sdmtliche
Reaktionsschritte ausgehend von N-Acetylneuraminsiure
12 laufen in sehr hohen Ausbeuten ab. Anschliefend werden
die Acetatgruppen sowie der Methylester abgespalten, die
Azidogruppe reduziert und das Amin 4a mit Aminoimino-
methansulfonsiure in ,,annehmbarer* Ausbeute zur Guani-
dinoverbindung 4b umgesetzt!!- %9 Die auf den ersten
Blick aufwendige Synthese fithrt zu einer Verbindung, de-
ren Preis durch das teure Ausgangsmaterial und die Zahl
der Reaktionsschritte sicherlich hoch liegen wird, allerdings
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ist die Wirtschaftlichkeit in der Hauptsache eine Frage
der Einstandskosten fir N-Acetylneuraminsidure 1a (siche
oben).

Fiir die klinischen Versuche und die spitere Zulassung
dieses Inhibitors ist es entscheidend, diesen auch ,.eimer-
weise“ herstellen zu kénnen!' !!. Da es eine pharmazeutische
,»Qlyco*“industrie erst seit kurzem gibt, steht man bei der
Bewiltigung solcher Probleme noch am Anfang. Andere
Projekte fiir Pharmazeutika auf Kohlenhydratbasis sind
ebenfalls vielversprechend und haben Signalwirkung fiir die
chemische Industrie!*!], Nicht zuletzt wegen der rapide zu-
nehmenden Kenntnisse {iber die vielfdltigen biologischen
Funktionen der Kohlenhydrate!* scheint der Kohlenhy-
dratchemie, die lange als zu schwierig in der Anwendung
galt, endlich die Aufmerksamkeit zuteil zu werden, die sie
verdient,

Die Influenza-Sialidase-Inhibitoren 4a, b sind die Friichte
einer liber mehr als ein Jahrzehnt andauernden Arbeit. Mo-
lecular-Modeling-Studien unter konsequenter Verwendung
von Proteinstrukturdaten machten das rationelle Design die-
ses maBgeschneiderten Inhibitors mit bislang unerreichter
Wirksamkeit erst moglich.
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Elektrochemische Herstellung von Zintl-Anionen: Renaissance eines Syntheseweges

Von Brigitte Eisenmann

Unter den drei groBen Klassen von Verbindungen, den
salzartigen, den kovalenten und den metallischen, sind die
intermetallischen Verbindungen der Denkweise des Chemi-
kers am wenigsten zuginglich und erschlossen. Dies gilt so-
wohl fir die stéchiometrischen GesetzméiBigkeiten, die bis-
her nur fiir einige Verbindungsgruppen abgeleitet werden
konnten, als auch fiir die Kristallstrukturen, deren Packun-
gen groBer, einander durchdringender Koordinationspoly-
eder die Verteilung der Valenzelektronen und damit der bin-
denden Krifte nicht ohne weiteres erkennen lassen.
Vergleichende Analysen dominierender Strukturelemente,
geometrischer Faktoren und Valenzelektronenkonzentratio-
nen sowie Modell- und Bandstrukturrechnungen haben zu
Annaherungen an diese Verbindungsklasse gefiithrt, wie vor
kurzem von Nesper zusammenfassend diskutiert!*’,

Reaktive intermetallische Bausteine zu generieren, aus de-
nen sich auf chemischem Wege metallisch leitende oder halb-
leitende Filme und Feststoffe fir unterschiedliche Anwen-
dungen aufbauen lassen, ist das Ziel der Untersuchungen,
iiber die Haushalter et al. in der November-Ausgabe der An-
gewandten Chemie berichteten!2),

Erste Versuche, von bekanntem Terrain aus einen experi-
mentellen Zugang zu intermetallischen Phasen zu finden,
gehen auf Eduard Zintl zuriick. Bereits die erste Mitteilung
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iiber Metalle und Legierungen aus dem Jahr 1931 hat als
Schwerpunkt den ,,Ubergang Salz-Metall* und befafit sich
mit salzartigen und intermetallischen Verbindungen von Na-
trium in fliissigem Ammoniak 3. Zintl greift dabei auf Beob-
achtungen von Joannis zuriick, wonach Lésungen von Na-
trium in flissigem Ammoniak mit einer Reihe von Metallen
und Halbmetallen wie Blei oder Antimon unter Bildung in-
tensiv farbiger Losungen reagieren. Nach Untersuchun-
gen von Kraus sind die tiefgriinen Na-Pb-Ldsungen Elektro-
lyte, aus denen sich anodisch Blei abscheiden und durch
Zusatz von Pb>*-Salzen anionisch geldstes Blei ausfillen
14Bt, und in denen Blei kathodisch gelost werden kann!',
Zintl stellte nun diese Einzelbeobachtungen auf eine brei-
tere Basis, indem er diese Reaktionen systematisch mit den
Elementen der Haupt- und Nebengruppen, beginnend bei
den Chalkogenen und nach links fortschreitend, durchfiihrte
und mit potentiometrischen Titrationen verfolgte. Die Ele-
mente werden dabei in fliissigem NH, vorgelegt — entweder
suspendiert oder in Form ihrer Sulfide oder Iodide, geldst —
und mit Lésungen von Na in flissigem NH, unter strengem
LuftausschluB titriert. Umgekehrt kénnen letztere auch mit
Losungen der Elementhalogenide umgesetzt werden. Diese
Versuchsfiihrung ergibt die Zusammensetzung der in Lisung
entstchenden Verbindungen, erkennbar an den Wendepunk-
ten der Titrationskurven, und fiihrt zur Formulierung von
,-polyanionigen Verbindungen wie Na,Pb,, Na,Pb.,
Na,Sb,, Na,Sb, oder Na,Bi,. Der Befund, daB3 sich noch
die Elemente der vierten, nicht aber der dritten Hauptgruppe
anionisch 16sen lassen, bildete die Basis fiir die Grenzziehung
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