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Die Grippepandemie von 1918 (die
Spanische Grippe) totete weltweit
schdtzungsweise zwischen 20 und
40 Millionen Menschen"! und damit
mehr als der vorangegangene Weltkrieg.
Die Epidemien von 1957 (Asien) und
1968 (Hongkong) waren zwar weniger
verheerend, wiesen aber einige grund-
sdtzliche Gemeinsamkeiten mit der
Spanischen Grippe auf: Ausloser waren
von Vogeln stammende rekombinante
Viren als Ergebnis eines Genaustauschs
(Reassortment) zwischen bekannten
menschlichen Viren und/oder Vogelvi-
ren. Das erneute Auftreten dieser Aus-
briiche lédsst keinen Zweifel an dem zu-
kiinftigen Auftreten neuer Influenza-
stimme, gegen die der Mensch keine
Immunitdt besitzt. Eine Grippepande-
mie wird irgendwann erneut auftreten —
die entscheidenden Fragen sind, wann
sie auftritt und wie wir sie bewdltigen.

Die Vogel-H5N1-Influenza, die
erstmals 1997 in Hongkong bei Gefliigel
entdeckt wurde, hat bereits eine Viel-
zahl von Menschen infiziert und hat eine
Sterblichkeitsrate von iiber 50% zur
Folge. Das isolierte Virus stammt aus-
schlieBlich von Végeln, ist somit kein
Reassortant und verbreitet sich nicht
von Mensch zu Mensch - allerdings
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wichst die Befiirchtung, dass eine mu-
tierte Form dieses Virus zu einer neuen
Pandemie fithren konnte. Weniger
wahrgenommen wird vielleicht die Tat-
sache, dass trotz ausgedehnter Schutz-
impfungen jdhrlich 20000-40000 Ame-
rikaner der Influenza zum Opfer fallen.
Die aus Influenza-Erkrankungen re-
sultierenden Gesundheitsausgaben und
Produktivititsausfille kosten die US-
Wirtschaft pro Jahr etwa 12 Milliarden
Dollar.”

Es wird eine ausgedehnte politische
Diskussion dariiber gefiihrt, ob wir dar-
auf vorbereitet sind, einer moglichen
Pandemie in der Art von 1918 zu be-
gegnen.P! In den letzten hundert Jahren
wurden einige Fortschritte beim Kampf
gegen die Influenza erzielt, und es wird
allgemein angenommen, dass unter der
Voraussetzung ausreichender finanziel-
ler Mittel gegenwartig geeignete Waffen
zur Verfiigung stehen, um den néchsten
Grippeausbruch zu bekdmpfen oder
zumindest seine Auswirkungen zu mil-
dern.

Die Viren der Influenza A, B und C
sind RNA-Viren. Das Typ-A-Virus wird
nach Unterarten Klassifiziert, die auf der
Struktur der beiden Oberfldachenprotei-
ne Haemagglutinin (H) und Neurami-
nidase (NA) basieren. Das Influenza-A-
Virus enthélt zusétzlich noch das M2-
Protein, einen Protonenkanal, der in
Typ-B- und Typ-C-Viren nicht vor-
kommt 1!

Ublicherweise sind Impfungen eine
wirksame Methode zur Bekadmpfung
von Grippeepidemien. Allerdings be-
tragt die Schutzwirkung dieser Impf-
stoffe bei gesunden Personen unter 65
Jahren nur 70-90 % und ist noch gerin-
ger bei ilteren Patienten.”! Zudem er-
fordert die durch die fehleranfillige
RNA-Replikation verursachte Anti-
gendrift eine stdndige Weiterentwick-
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lung der Impfstoffe. Zwar bleibt die
Schutzimpfung weiterhin eine wichtige
Methode zur Vermeidung einer Grippe,
niedermolekulare antivirale Wirkstoffe
bieten mittlerweile allerdings eine neu-
artige Moglichkeit zur wirksamen
Grippevorbeugung und -therapie.

Inhibitoren der M2-Protonenpumpe
sind bereits seit Jahrzehnten bekannt,
eine breite Anwendung der beiden auf
dem Markt befindlichen, klinisch wirk-
samen Inhibitoren Amantadin und
Rimantadin wurde jedoch durch das
Auftreten von Arzneistoffresistenzen
und toxischen Nebenwirkungen verhin-
dert. Eine betrédchtliche Einschrinkung
ist zudem ihre ausschlieBliche An-
wendbarkeit gegen Influenza A"l Da-
gegen ist die Neuraminidase bei allen
drei Gruppen ein unverzichtbares En-
zym fiir die virale Replikation. Die NA
katalysiert die Abspaltung von Sialin-
sdureresten aus Glycoproteinen, setzt
das knospende Virion aus der infizierten
Zelle frei und verhindert, dass es in in-
fizierten Zellen oder in Atmungssekre-
ten eingeschlossen wird oder sich zu-
sammenlagert. Das Enzym ist ein aus
identischen Untereinheiten aufgebautes
Tetramer, dessen Struktur wie auch die
Struktur seines Komplexes mit Sialin-
sdure rontgenkristallographisch aufge-
klart wurden.) Die Tatsache, dass das
aktive Zentrum in allen Virenstimmen
der Influenza A und B hoch konserviert
ist, macht NA zu einem naheliegenden
Ziel fur die Entwicklung von Breit-
bandmittel gegen Grippe. Strukturdaten
ermoglichten das rationale Design
wirksamer Inhibitoren.”! Zwei dieser
Inhibitoren wurden auf dem Markt
eingefiihrt: Zanamivir (Relenza von
GSK (1)) im Juli 1999 und Oseltamivir-
phosphat (Tamiflu von Gilead (2),
ebenfalls vertrieben durch Roche) im
Oktober 1999.
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Zanamivir weist eine geringe Bio-
verfiigbarkeit auf und wird durch Inha-
lation verabreicht, wodurch Probleme
bei Patienten mit Atemwegserkrankun-
gen hervorgerufen werden konnen. Da-
gegen wird Oseltamivirphosphat in
Form von Kapseln verabreicht und hat
eine sehr hohe Bioverfiigbarkeit. Da
seine Esterfunktion in vivo gespalten
wird, ist Oseltamivir als ein Prodrug
anzusehen. Beide Inhibitoren sind in
vitro gegen alle bekannten Influenza-
stimme wirksam, einschlieBlich des
H5N1-Vogelgrippestammes. Da die
Aminosdurereste am aktiven Zentrum
des Enzyms hoch konserviert sind, be-
steht die Hoffnung, dass diese Inhibito-
ren ungeachtet des speziellen Virus-
stammes gegen eine Influenzapandemie
wirksam sind.®! Zwar zeigte sich nach
mehrfachen Viruspassagen eine Resis-
tenz gegen NA-Inhibitoren in vitro, aber
alle diese Mutanten sind nach ersten
Erkenntnissen entweder wenig stabil
oder zeigen eine herabgesetzte Infek-
tiositit in Tiermodellen.”

Besonders Oseltamivirphosphat er-
wies sich als wirksam zur Vorbeugung
einer Grippeinfektion. Gemeinsam mit
Zanamivir hat es den Nachteil, dass es
Grippepatienten nicht spéter als 36-48 h
nach dem Auftreten der Symptome
verabreicht werden darf, um wirksam zu
sein.'¥ Dies fiihrte zur offentlichen
Forderung nach einer Bevorratung mit
Tamiflu, sowohl als eine angemessene
Therapie gegen eine mogliche Grippe-
pandemie wie auch als vorbeugender
Wirkstoff in Verbindung mit geeigneten
Diagnosesystemen, die sich in der Ent-
wicklung befinden.’! Als Reaktion auf
die weltweite Nachfrage lockerte Roche
zum Abbau der gewaltigen Auftrags-
riickstinde die Patentbeschrédnkungen
fir Tamiflu und verpflichtete sich, mit-
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hilfe von Partnerfirmen den Ausstof3 auf
300 Millionen Behandlungseinheiten
pro Jahr zu erhchen.™ Jede Behand-
lung (75-mg-Kapseln, 5-Tages-Einheit)
kostet 80-90 Dollar.

Einer der begrenzenden Faktoren
fiir die groBtechnische Herstellung des
Wirkstoffs ist die Knappheit der Syn-
thesevorstufen, die aus Pflanzen extra-
hiert werden. Shikimisdure (3) und
Chinasdure (4) sind Zwischenstufen in

CO>H HO, ,COzH
HO™ i SoH HO" j "OH

OH OH

3 4

der Biosynthese essenzieller aromati-
scher Aminosduren. In Pflanzen sind
diese Verbindungen ebenfalls Vorstu-
fen fiir Lignine und Phenole,' und in
gewissem Umfang reichern sie sich
vorzugsweise in Gymno-
spermen und dicotyle-
donen Holzgewichsen an.
Shikimisdure  tritt in
Konzentrationen bis zu
0.16 mgg "' Frischgewicht &n
auf, und Chinasdure ist 3
ebenfalls eine weit ver-
breitete Verbindung.

Die bedeutendste
Quelle der Shikimisdure
bildet die Pflanzenfamilie
Illicium (Sternanis). Die
Shikimiséure wurde erst-
mals 1885 aus einem
Mitglied dieser Familie
(L religiosum) isoliert.
Der in vier Provinzen im Siiden Chinas
vorkommende Echte Sternanis (I ver-
um) ist eine ergiebige natiirliche Quelle
fir Shikimisdure, wobei 30 kg der ge-
trockneten Pflanze erforderlich sind, um
1kg Shikimisiure herzustellen.'¥! Um
das Vorhaben der US-Regierung zu
verwirklichen, 300 Millionen Portionen
Tamiflu einzulagern, wéren 23 Tonnen
des Arzneistoffs notig (ausgehend von
einer 35-proz. Ausbeute des Oseltami-
virphosphats aus Shikimisdure und einer
Dosis von 75 mg), entsprechend etwa
840 Tonnen Echten Sternanis." Schon
der Bedarf der USA allein erfordert also
offensichtlich eine alternative Quelle
fiir Shikimisdure. Mit diesem Problem

COoH
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beschiftigten sich Frost und Mitarbeiter
an der Michigan State University. Es
gelang ihnen, E. coli genetisch zu mo-
difizieren, sodass es Shikimisdure durch
rekombinante mikrobiologische Bioka-
talyse erzeugte.'”! Zurzeit deckt das
Fermentationsverfahren ungefahr 30 %
des gegenwirtigen Bedarfs.[']

Die steigende Nachfrage nach
Oseltamivirphosphat machte es fiir die
Firma Roche und Chemiker im Allge-
meinen immer dringlicher, die Versor-
gung mit Shikimisdure und Chinasédure
durch eine verbesserte Isolierung, Fer-
mentation oder Synthese zu steigern
und daneben neue Wege zum Wirkstoff
zu entwickeln, die nicht von komplexen
Naturstoffen, sondern von kostengiins-
tigen und leicht zuginglichen Basische-
mikalien ausgehen. Das momentane
Herstellungsverfahren fiir 2 zeigt Sche-
ma 1. Die Synthese verlauft iiber die
Zwischenstufe §, die regioselektiv zum
Epoxid 6 umgesetzt wird.'®! Zur Ein-
fithrung der Stickstoff-haltigen Substi-

COLEt COLEt
o OMs o" j,i
° an
5 6
CO5Et COzEt
NR o "/NH3* HaPO4~

Schema 1. Hauptzwischenstufen fiir Oseltamivirphosphat aus
Shikimisdure. Ms = Methansulfonyl.

tuenten wurden verschiedene Methoden
entwickelt, die zunidchst den FEinsatz
gefahrlicher, Azid-haltiger Reagentien
mit sich brachten. Aziridine wie 7 waren
zwingend erforderliche Zwischenstufen.
Die Abhéngigkeit von der Azid-Chemie
zur Umwandlung des Epoxids 6 in
Oseltamivirphosphat wurde als ein
Problem der ersten Herstellungsverfah-
ren angesehen.

Bei Roche versuchte man, dieses
Problem zu losen, indem man ausge-
hend vom Epoxid 6 mehrere Synthese-
wege zu 2 entwickelte, die ohne Azid-
haltige  Stickstoffnucleophile auska-
men.["”) Uber diese Synthesewege wurde
bereits berichtet.’® Ein Verzicht auf
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Shikimi- oder Chinasdure als Grund-
stoff erwies sich als schwieriger; einige
entsprechende Versuche sind in der Pa-
tentliteratur  beschrieben.”?  Aus-
gangspunkt des ersten (Schema 2) war
die Diels-Alder-Reaktion von Furan
und Ethylacrylat. Diese Reaktion ergab
eine 9:1-Mischung der exo/endo-Ad-
dukte. Die Racematspaltung des race-
mischen Addukts rac-8 gelang mithilfe
einer Esterase. Die aus der Cycloaddi-
tion hervorgehende Doppelbindung
wurde durch ein Phosphorylazid funk-
tionalisiert, wodurch zwei regioisomere
[3+2]-exo-Produkte entstanden. Die
beiden exo-Triazole wurden thermisch
zum Aziridin 9 gespalten, das anschlie-
Bend durch Umesterung mit Ethanol
und basische Eliminierung 10 lieferte,
eine Hauptvorstufe fiir 2.1

Zwar wurde bei diesem Verfahren
der Einsatz von Shikimi- und China-
sdure vermieden, es enthielt allerdings
einige unpraktische Stufen, die eine
hohe Verdiinnung erforderten, was
wiederum die Ausbeute ernsthaft be-
eintrdchtigen kann. Zudem ist die Aus-
beute der enzymatischen Racematspal-
tung mit 20 % recht niedrig.

Bei einem anderen Verfahren von
Roche findet 1,6-Dimethoxyphenol (11)
als sehr preiswertes Ausgangsmaterial
Verwendung  (Schema 3). Inspiriert
wurde das Verfahren durch die Er-
kenntnis, dass 2 eine verborgene C,-
Symmetrie aufweist. Nach Einfiihrung
des 3-Pentylethers lieferten eine Bro-
mierung und eine doppelte Ethoxy-
carbonylierung den Diester 12. Eine Ru-
katalysierte Hydrierung ergab einen all-
cis-Diether, in dem die Etherfunktionen
durch in situ erzeugtes Trimethylsilylio-
did entfernt wurden. Das Produkt dieser
Umsetzung war der Dihydroxydiester
13, der durch preiswerte Schweineleber-
esterase in hoher Ausbeute (96 %) mit

17 (10%)

E——

BocHN

: “CO,Et
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Schema 4. Das Verfahren von Corey und Mitarbeitern.”"! Tf=Trifluormethansulfonyl, Tol =
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Schema 2. Der Zugang zu Oseltamivir liber eine Diels-Alder-Reaktion mit anschliefender enzy-

matischer Racematspaltung.
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Schema 3. Desymmetrisierungsweg zu Oseltamivir. PLE = Schweineleberesterase, DPPA = Di-
phenylphosphorylazid, Boc = tert-Butyloxycarbonyl.

hohem Enantiomereniiberschuss (96—
98 % ee) zu 14 desymmetrisiert wurde.
Das Intermediat 14 fiihrte iiber einen
Yamada-Curtius-Abbau mithilfe von
Diphenylphosphorylazid zum Oxazoli-
dinon 12. Die nachfolgende Umsetzung
mit NaNj als Nucleophil ergab schlief3-
lich das gewiinschte Azid 16 als Zwi-
schenstufe, die in vier weiteren Stufen
mit guter Gesamtausbeute (30%) in 2
umgewandelt wurde.

Dieses  Verfahren  (Schema 3)
kommt ohne Shikimi- und Chinasdure
aus und hat Vorteile gegeniiber dem
Standard-Produktionsverfahren; ein
Nachteil bleibt aber der Einsatz von
Natriumazid gegen Ende des Prozesses,

a‘O

Boc Boc”
18 19 zo

2

NHAc

BocHN
23 24

Tolyl.
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was hinsichtlich der Reaktionssicherheit
nicht wiinschenswert ist.

In letzter Zeit erregte das Versor-
gungsproblem bei Tamiflu auch die
Aufmerksamkeit von Chemikern aus
dem Hochschulbereich, von denen nun
einige neue Herangehensweisen verof-
fentlicht wurden. So beschrieben Corey
und Mitarbeiter kiirzlich eine interes-
sante Methode, bei der 1,3-Butadien
und Trifluorethylacrylat als Ausgangs-
stoffe eingesetzt werden.”!! Teil dieses
Verfahrens ist eine in hoher Ausbeute
ablaufende, hoch enantioselektive Cy-
cloaddition, die durch eine katalytische
Menge des Oxazaborolidins 17 gefor-
dert wird (Schema 4). Nach der Cyclo-

©~2©

=
C L 2 O o — |
~ CO2CH,CF3 “CO,CH,CF3 N N—

N—
Boc” 0
21
" G g,
HN Fopn W72
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addition fithrten Amidierung, Iodlacta-
misierung und Schiitzen zu 19, dessen
Dehydrohalogenierung und anschlie-
Bende allylische Bromierung 21 lieferte.
Die basenvermittelte Dehydrohaloge-
nierung ergab 22 und dessen nachfol-
gende regio- und stereoselektive Brom-
amidierung 23. Die folgende Dehydro-
halogenierung fiithrte zu einer Aziridin-
Zwischenstufe, die regioselektiv mit 2-
Pentanol zu 24 geoffnet wurde. Ent-
schiitzen von 24 lieferte Oseltamivir-
phosphat in 11 Stufen und etwa 30%
Gesamtausbeute.

Shibasaki und Mitarbeiter verof-
fentlichten einen enantioselektiven Weg
zu Oseltamivir tiber das ebenfalls
kostengiinstige und leicht erhéltliche
Ausgangsmaterial  1,4-Cyclohexadien
(Schema 5).%?l Dabei lieferte die Off-
nung des Acylaziridins 25 mit Trime-
thylsilylazid unter Katalyse durch Y™
und den chiralen Liganden 26 die Ver-
bindung 27 mit 91 % ee. Die Enantiose-
lektivitdit konnte durch Kristallisation
weiter erhoht werden. Modifizierungen
der funktionellen Gruppen ergaben 28,
das in zwei Schritten mit Selendioxid
und Dess-Martin-Periodinan zu 29
(allylisch) oxidiert wurde. Eine Ni-ka-

talyierte Cyanierung lieferte 30, das
stereoselektiv zu 31 reduziert wurde.
Die entscheidende Etherbindung wurde
durch eine Mitsunobu-Reaktion aufge-
baut; Standardreaktionen fiihrten an-
schlieBend in 17 Stufen zu Oseltamivir
in einer Gesamtausbeute von 1%.

Auch Cong und Yao veréffentlich-
ten eine Synthese des pharmazeutisch
wirksamen Bestandteils, wobei sie auf L-
Serin als preiswertes und leicht verfiig-
bares Ausgangsmaterial bauten.”’! Die
Synthese (Schema 6) basiert auf einer
Ringschlussmetathese, katalysiert durch
die Ru-Carben-Spezies der zweiten
Generation 37, die den entscheidenden
Cyclohexenkern in 38 hervorbringt.
Leider verlauft die Bildung von 36 we-
nig diastereoselektiv (d.r. 3:1), wodurch
die Effizienz der Gesamtsynthese leidet.
SchlieBlich vervollstdndigten Standard-
reaktionen die Synthese von 2 in insge-
samt 18 Stufen und einer Gesamtaus-
beute von 16.5% aus der bekannten
Zwischenstufe 34.

Unter den drei neuen Methoden ist
die von Corey und Mitarbeitern ein-
deutig die kiirzeste und diejenige mit
der hochsten Gesamtausbeute. Thre
Synthese erfordert die wenigsten Stufen,

Angewandte

die als ineffizient und tiberfliissig anzu-
sehen sind, z. B. Schiitzen/Entschiitzen
oder die Anpassung der Oxidationsstufe
funktioneller Gruppen. Nur 2 von 11
Stufen gehoren in diese Kategorie. Die
anderen beiden Synthesen sind weniger
effizient; so enthilt die Synthese von
Shibasaki und Mitarbeitern 9 dieser
Arbeitsschritte bei insgesamt 17 Stufen.
Im Umkehrschluss bedeutet dies aber
auch, dass das Verfahren noch viele
Verbesserungsmoglichkeiten zu seiner
Rationalisierung offen ldsst und als
brauchbarer Weg nicht auszuschlielen
ist.

Im Allgemeinen ist es sehr schwie-
rig, Synthesen aus dem Hochschulbe-
reich hinsichtlich ihres Potenzials als
industrielles Produktionsverfahren zu
beurteilen, da sie schlicht nicht zu die-
sem Zweck entwickelt wurden. So
wenden sie typisch akademische Ar-
beitsschritte an (zu viele Reinigungs-
schritte sowie der Einsatz von Chroma-
tographie oder von Losungsmitteln, die
in Produktionsanlagen vermieden wer-
den miissen); zudem wurden sie nicht
auf ihre Sicherheit gepriift. Der Ansatz
von Corey und Mitarbeitern verzichtet
auf Azide, weshalb er unter Sicher-

O (0] O
ON NO, Me3S|N3 ONHCOAr QNHBOC @\NHBOC «NHBoc
Y(OR)a NHBoc NHBoc NC NHBoc
kat. 26
NO, 29 30
®
OH o Ph-f A0
Ph
o «NHBoc /@NHBOC " HOY
(6] F
NC NHBoc NG NHBoc
31
32 26 HO F
Schema 5. Das Verfahren von Shibasaki und Mitarbeitern.?
Boc Boc Boc _Boc
b WLN J‘
O\/\CHO M \/\/\f ;/\/\(
HN
33 PMB ‘CBz OTBDPS OTBDPS
34 35
MOMO,
37 HO,, COyH ™\
BocHN™ BocHN™ Y 37 CI/,,Rujph
NHCbz NHCbz cl7
PCy3
38 39

Schema 6. Das Verfahren von Cong und Yao.”! PMB = p-Methoxybenzyl, Cbz = Carbobenzyloxy, TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl, MOM = Methoxy-

methyl, Mes =2,4,6-Trimethylphenyl, Cy=
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Cyclohexyl.
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heitsaspekten zweifellos am aussichts-
reichsten ist. Eine sorgfiltige Analyse
des ibrigen Verfahrens konnte aber
noch Schwichen aufdecken. Letztlich
kann nur die sorgfiltige Kostenanalyse
eines voll ausgereiften, sicheren indu-
striellen Verfahrens entscheiden, ob
diese Methoden zum gegenwartigen
Herstellungsverfahren von Roche kon-
kurrenzfahig sind oder lediglich das
Zielmolekiil zu annehmbaren Kosten
liefern.

Diese aktuellen Fortschritte machen
jedoch deutlich, dass der Mangel an
China- und Shikimisdure wahrscheinlich
kein groferes Hindernis fiir die grof3-
technische Herstellung von Oseltamivir
ist. Zur Ergénzung von aggressiven Be-
schaffungsstrategien und Fermentati-
onsmethoden haben drei Arbeitsgrup-
pen Strategien entwickelt, die als Aus-
gangsmaterialien entweder preiswerte
Bausteine des chiralen Pools oder Ba-
sischemikalien in Verbindung mit chi-
ralen Katalysatoren nutzen und die
beiden von Roche-Chemikern entwi-
ckelten Verfahren (dargestellt in Sche-
mata 1 und 2) erginzen. Es ist daher
sehr wahrscheinlich, dass diese oder
andere einfache enantioselektive Syn-
theseverfahren innerhalb einiger Jahre
(oder auch schneller) zur Reife gebracht
werden konnen und so — vorausgesetzt,
es werden entsprechende finanzielle
Mittel zur Verfiigung gestellt — dabei
helfen, den Aussto3 an Oseltamivir zu
erhohen.

Das Versorgungsproblem bei Tami-
flu kann aus wissenschaftlicher Sicht auf
verschiedenste Weise gelost werden.

www.angewandte.de

Jeder moglicherweise verhdngnisvolle
Engpass bei diesem wichtigen Wirkstoff
resultiert wahrscheinlich eher aus einer
kurzsichtigen Gesundheitspolitik oder
juristischen Problemen als aus einem
Mangel an praxistauglichen wissen-
schaftlichen Moglichkeiten.
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