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Kontinuierliche Synthese des Malariawirkstoffs Artemisinin**

Francois Lévesque und Peter H. Seeberger*

Mit einer Million Toten pro Jahr bleibt Malaria ein grofles
globales Gesundheitsproblem. Der einzellige Parasit Plas-
modium falciparum ist dabei fiir den Grofteil der todlich
endenden Erkrankungen verantwortlich. Das Sesquiterpen-
Endoperoxid Artemisinin ist zurzeit das effektivste Mittel
gegen anderweitig resistente Plasmodium-Stimme, und Ar-
temisinin-Kombinationstherapien (ACTs) sind die von der
WHO empfohlenen Wirkstoffe erster Wahl.l'l Die Verbin-
dung wird aus der Pflanze Artemisia annua (Einjahriger
BeifuB) extrahiert, die in vielen Lindern ausschlieBlich fiir
diesen Zweck kultiviert wird.”! Jedoch schrinkt die Abhin-
gigkeit von kultivierter A. annua das Angebot dieses Wirk-
stoffs ein und erhoht die Kosten fiir die Patienten.

Die Totalsynthese von Artemisinin® ist viel zu aufwindig,
um als Alternative fiir den kostenbewussten Markt dienen zu
konnen. Artemisininsdure, eine sehr viel weniger komplexe
molekulare Vorstufe, kann von der gleichen Pflanze in ho-
herer Ausbeute extrahiert oder mit gentechnisch verdnderten
Hefen produziert werden.[! Deswegen ist Artemisininsiure
eine ideale Ausgangsverbindung fiir die Synthese von Arte-
misinin. Noch ist die Umwandlung von Artemisininsdure zu
Artemisinin fiir Chemiker jedoch schwierig, da ein effizienter,
skalierbarer und kostengiinstiger Prozess fiir die Herstellung
des komplexen Molekiils benotigt wird.

Hier beschreiben wir die kontinuierliche Synthese von
Artemisinin ausgehend von Dihydroartemisininsdure, die
durch Hydrierung von Artemisininsdure oder direkt durch
Fermentation mit gentechnisch verdnderten Hefen gewonnen
werden kann.’) Das Herzstiick der Reaktion ist die kontinu-
ierliche photochemische Umwandlung {iiber eine Singulett-
sauerstoff-induzierte En-Reaktion und die anschlieBende
Addition von Triplettsauerstoff, die eine Reaktionskaskade
mit dem Einbau der Endoperoxidgruppe auslost. Diese
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technisch simple, effiziente und giinstige Synthese ist wegen
der Nutzung des kontinuierlichen Durchflusses einfach ska-
lierbar und kommt dariiber hinaus ohne Isolierung und Rei-
nigung der Intermediate aus. In Kombination mit der Her-
stellung von Artemisininsdure in gentechnisch verénderten
Hefen™ ist so der Zugang zum stark nachgefragten Malaria-
wirkstoff sichergestellt. Anstelle der Extraktion aus Pflanzen
sichert die Semisynthese ein stdndiges Angebot an Arte-
misinin zu stark reduzierten Kosten.

Dem bicyclischen Molekiill Artemisininsdure (1;
Schema 1) fehlt die Strukturkomplexitdt des Sesquiterpen-
Endoperoxids Artemisinin (6; Schema 1), die mit der dicht

. Singulett-
Reduktion sauerstoff
En-Reaktion

OH

Artemisininsaure 1 Dihydroartemisininséure 2

Triplett-
sauerstoff

5 Artemisinin 6

Schema 1. Reaktionsfolge fiir die Synthese von Artemisinin ausgehend
von Artemisininsaure.

gepackten Zahl an funktionellen Gruppen fiir die Wirksam-
keit gegen Malaria verantwortlich ist.”! Ein Stamm von Sac-
charomyces cerevisiae wurde dahingehend verdndert, grofie
Mengen an Artemisininsiure zu produzieren, was 1 zu einer
vielversprechenden Startverbindung fiir die chemische Syn-
these macht. Die Umwandlung der Sdure zu Artemisinin er-
fordert eine Abfolge anspruchsvoller Stufen (Schema 1), be-
ginnend mit der Reduktion von Artemisininsdure zu Dihy-
droartemisininséure.

Die Reaktion von 2 mit Singulettsauerstoff fithrt zur
Bildung des tertidren Allylhydroperoxids 3. Unter Einfluss
von Trifluoressigsdure wird eine Hock-Spaltung des Hydro-
peroxids ausgelost, der sich die Wanderung der Allylgruppe
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und die Offnung des Rings zum hochreaktiven Enol 4 an-
schlieBen. Dieses reagiert mit Triplettsauerstoff zum Hydro-
peroxid 5. AbschlieBend fiihrt eine Reihe von Kondensatio-
nen zur Bildung der drei noch fehlenden Ringe von Arte-
misinin. Einige Versuche, diese Synthese praktikabel durch-
zufithren, waren bereits teilweise erfolgreich, jedoch waren
die verwendeten Strategien technisch zu komplex, um fiir
eine groBangelegte Produktion in konventionellen Chargen-
reaktoren praktikabel zu sein und gleichzeitig die strengen
Kostenvorgaben einzuhalten.”!

Eine entscheidende Synthesestufe benotigt photoche-
misch hergestellten, duflerst reaktiven und deswegen in situ
gebildeten Singulettsauerstoff ('O,). In traditionellen Riihr-
kesselreaktoren ist die umfassende Nutzung von 'O, sowohl
wegen des langsamen Stofftransports von Sauerstoffgas in die
Losung als auch wegen der speziellen Geritschaften zur Er-
zeugung des Reagens stark eingeschrankt. Des Weiteren ist
die Anwendung von Photoreaktionen fiir die Erzeugung von
Singulettsauerstoff in solchen Systemen erschwert, da Licht
wegen der Absorption durch den Photosensibilisator nur eine
durch das Lambert-Beer Gesetz beschriebene, kurze Strecke
im Medium zuriicklegen kann. Dieses Problem verstérkt sich
mit zunehmender GroBe des ReaktionsgefiaBes, sodass Um-
satzrate und Ausbeute drastisch sinken.®!

Kiirzlich haben wir bereits gezeigt, dass die photochemi-
sche Erzeugung von Singulettsauerstoff im préparativen
Mafstab in einem kontinuierlichen Durchflussreaktor, be-
stehend lediglich aus um eine gekiihlte Lampe aufgewickel-
tem Schlauch, in dem die Reagentien transportiert werden,
moglich ist.”) Die komplette Ausleuchtung der Fliissigkeit ist
hoch effizient, da der Schlauch einen konstant schmalen
Durchmesser hat und nahe an der Lichtquelle positioniert ist.
GroBere Produktmengen konnen bequem lediglich durch
Verlidngerung der Reaktionszeit, anstelle des Wechsels zu
groBeren GefiBen, hergestellt werden.'”! Weitere Kennzei-
chen der Durchflusschemie sind die exzellente Kontrolle tiber
Reaktionsparameter wie Reaktionszeit, Temperatur, Stoff-
transport und Mischverhalten. Es wurde bereits gezeigt, dass
Artemisininsdure (1) in einem Chargenreaktor im grofien
MaSBstab effizient zu Dihydroartemisininsdure (2) reduziert
werden kann."'! Angesichts der
Notwendigkeit eines einfachen,
skalierbaren und kostengiinstigen
Prozesses fiir die Umwandlung von
Dihydroartemisininsidure (2) zu Ar-
temisinin (6) ist die Verwendung von
Licht angesichts geringer Kosten
und hoher Umweltvertréglichkeit
duflerst reizvoll.

Schema 1 zeigt die Reaktionsab-
folge, wie sie bei der Umwandlung
ablauft. Unsere Aufgabe war, 2 in
einer dreistufigen Reaktionskaskade
aus photochemisch induzierter Oxi-
dation mit Singulettsauerstoff,'?
sdurekatalysierter ~ Spaltung der 10
Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung
(Hock-Spaltung)™ und Oxidation
mit Triplettsauerstoff™ zu Arte- Hock-Spaltung.
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misinin (6) umzuwandeln. Anfangs wurde jeder Schritt fiir
sich alleine untersucht. AbschlieBend wurde die gesamte
Reaktionsabfolge sukzessive in einen einzigen kontinuierli-
chen Durchflussprozess, ohne die Notwendigkeit fiir Reini-
gung und Aufarbeitung von Intermediaten, integriert.
Zuerst wurde die Photooxidation von 2 zum tertidren
Allylhydroperoxid 3 in einem selbst konstruierten kontinu-
ierlichen Durchflussreaktor untersucht.” Der Reaktor mit
20 mL Volumen besteht aus Schlduchen aus Perfluorethy-
lenpropylen-Copolymer (FEP), die um einen photochemi-
schen Schenkreaktor mit einer auf 25°C gekiihlten Mittel-
druck-Quecksilberdampflampe gewickelt wurden. Zahlreiche
Kombinationen von Losungsmitteln, Sauerstoffiquivalenten
und Gasdriicken sowie Flussgeschwindigkeiten und damit
einhergehend Reaktionszeiten wurden variiert, um optimale
Bedingungen zu finden. Wegen der brandbeschleunigenden
Wirkung von Sauerstoff wurde ein nicht brennbares, haloge-
niertes Losungsmittel benotigt; ausgewdihlt fiir einen grofien
Ansatz wurde Dichlormethan, als das am wenigsten giftige
halogenierte Losungsmittel. Eine Losung von 2 in Dichlor-
methan (2.5 mLmin™") wurde mithilfe des Vapourtec-R2C+-
Systems zugefiihrt, wihrend Sauerstoffgas (5 mLmin™") iiber
einen an einer Gasflasche angeschlossenen Durchflussregler
kontrolliert eingeleitet wurde. Die Losung von 2 und das
Sauerstoffgas wurden in einem T-Mischer aus Ethylentetra-
fluorethylen (ETFE) vereinigt. Tetraphenylporphyrin (TPP)
wurde wegen seiner hohen Quantenausbeute und Stabilitét
gegen Photobleichung als Photosensibilisator verwendet.!"”!
Unter diesen Bedingungen wurden pro Minute 1.5 mmol von
3 bei einem Umsatz von 91 % in einer Ausbeute von 75 %
produziert. AnschlieBend wurden die Umwandlung von 3 zu 6
tiber die Hock-Spaltung und die Addition von Triplettsauer-
stoff, zuerst in einem diskontinuierlichen Reaktor, unter-
sucht. Die Hock-Spaltung ist die durch Brgnsted- oder Lewis-
Sduren katalysierte heterolytische Spaltung von Sauerstoff-
Sauerstoff-Bindungen von Hydroperoxiden (9; Schema 2).
Die Umsetzung des tertidren Allylhydroperoxids 3 mit
Sdure kann entweder das terminale (7) oder das externe
Sauerstoffatom (8) des Hydroperoxids protonieren. Im
zweiten Fall wird das Hydroperoxid zu einer guten Ab-

flinfgliedriges
Lacton 9

sechsgliedriges
Lacton 12

Schema 2. Bildung des fiinfgliedrigen Lactons 9 und des sechsgliedrigen Lactons 12 infolge der
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gangsgruppe und kann von der Sduregruppe ersetzt werden,
wodurch das ungewiinschte fiinfgliedrige Lacton 9 entsteht.
Im Falle der terminalen Protonierung von Sauerstoff ist die
Wanderung der Allylgruppe bevorzugt, was die Bildung des
Halbketals 10 nach sich zieht. Unter sauren Bedingungen
kann das Halbketal zum Enol 4 gedffnet werden, einer Zwi-
schenstufe der Artemisininbildung. Das empfindliche Enol-
intermediat 4 kann unter sauren Bedingungen zum Aldehyd
11 umgewandelt werden, der nach einer Kondensa-
tion das sechsgliedrige Lacton 12 liefert. Um die
Bildung von 9 zu unterdriicken, kann die Dihydro-
artemisininsdure in einem vorhergehenden Schritt
in einen Ester oder ein gemischtes Anhydrid iiber-
fiihrt werden. Allerdings erhoht diese Maskierung
der Sduregruppe die Bildung von 12 beachtlich
(Schema 2).

Verschiedene Brgnsted- und Lewis-Sduren, wie
Camphersulfonsédure, Kupfer(II)-trifluormethansul-
fonat, DOWEX, p-Toluolsulfonsdure und Trifluor-
essigsdure wurden in unterschiedlichen Losungs-
mitteln untersucht, um die optimalen Bedingungen
fiir die Umwandlung von 3 zum gewiinschten In-
termediat 4 zu finden. Mit Trifluoressigsdure (TFA)
lieBen sich die besten Ergebnisse fiir die 1osungs-
mittelabhédngige Hock-Spaltung erzielen. Die ab-
schlieBende Reaktion von 4 iiber die Zwischenstufe
5 zu Artemisinin 6 erfordert eine Oxidation mit
Triplettsauerstoff, die eine Reihe von Kondensatio-
nen auslost,'®! bei der drei Ringsysteme unter Einbau des
Endoperoxids gebildet werden.

In der Folge wurde die Hock-Spaltung mit Triplettsauer-
stoff durchgefiihrt, indem eine Losung von 3 (hergestellt
durch Photoumwandlung von 2 im Durchflussreaktor) zwei
Stunden lang mit 0.5 Aquivalenten TFA bei 0°C unter Ein-
leiten von Sauerstoff umgesetzt wurde. Nach chromatogra-
phischer Reinigung wurde 6 in 50 % Ausbeute erhalten.

Mit dem Ziel der Vereinigung aller drei Schritte in einem
einzigen kontinuierlichen Prozess wurde diese Teilreaktion
fiir den kontinuierlichen Betrieb im Durchflussreaktor an-
gepasst. Das Verhiltnis von 6 zu den ungewiinschten Lacton-
Nebenprodukten hing stark vom Losungsmittel und der Re-
aktionstemperatur ab. Optimale Ergebnisse wurden mit
einem 42-mL-Reaktor und einer Losung von 3 in Dichlor-
methan bei einer Flussgeschwindigkeit von 2.5 mLmin™,
5.0 mLmin~' Sauerstoff und 0.5 mLmin' TFA in Dichlor-
methan erzielt. Der erste Abschnitt des Reaktors (32 mL)
wurde auf Raumtemperatur gehalten, wihrend der letzte
Abschnitt (10 mL) auf 60°C geheizt wurde, um die Reaktion
zum Abschluss zu bringen. Unter diesen Bedingungen
wurden das gewlinschte Produkt 6 und das ungewiinschte
fiinfgliedrige Lacton 9 im Verhiltnis 5.3:1.0 zugunsten von 6
gebildet. AnschlieBende chromatographische Reinigung lie-
ferte Artemisinin ausgehend von Dihydroartemisininsidure in
46 % Ausbeute fiir die kontinuierliche Durchfiihrung dieses
Schrittes.

Eine einzige, alle Teilschritte umfassende kontinuierliche
Synthese von 6 ausgehend von 2 macht einen Reaktor erfor-
derlich, in den 2, Sauerstoff und der Photosensibilisator ge-
pumpt werden konnen. Zur kontinuierlichen Produktion von
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Artemisinin miisste TFA zu einem geeigneten Zeitpunkt in
den Reaktor eingeleitet werden, sodass sowohl der photo-
chemische Schritt als auch die Umwandlungen ohne Licht
gleichermaBen ablaufen konnen. Zu diesem Zweck wurde ein
kommerziell erhiltliches kontinuierliches System, das HPLC-
Pumpen enthilt, mit dem selbst konstruierten photochemi-
schen Durchflussreaktor sowie zusitzlichen Mischern und
Reaktoren kombiniert (Abbildung 1).

(I

Oa |
.
®L \

| "
Abbildung 1. Aufbau fiir die kontinuierliche Umwandlung von Dihydroartemisinin-
sdure (2) zu Artemisinin (6).

Die Komponenten des Reaktors sind: A) Behiltnis fiir
die Losung von Dihydroartemisininsdure und TPP in Di-
chlormethan, B) HPLC-Pumpe, C) Durchflussmesser zur
Kontrolle der Sauerstoffflussgeschwindigkeit, D) Druckmin-
derer, E) Sauerstoffflasche, F) Riickschlagventil, G) T-Mi-
scher aus ETFE, H) FEP-Schlauch, I) Quarzkiihler, ange-
schlossen an Kiihlsystem, J) Pyrexfilter, K) Verbindung zur
Mitteldruck-Quecksilberdampflampe (450 W), L) Behiltnis
fir die TFA-Losung, M) sdureresistente HPLC-Pumpe,
N) heizbarer Reaktor aus PTFE, O) Gegendruckregler und
P) Sammelkolben. In diesem Reaktor wurde eine Losung von
2 und dem Photosensibilisator TPP in Dichlormethan bei
einer Flussgeschwindigkeit von 2.5mLmin™' mit einem
Strom von Sauerstoffgas (7.5 mLmin ') gemischt und durch
den Photoreaktor gepumpt. Die Reaktionszeit im Reaktor
betrug dabei ungefihr 2.0 Minuten.

Fiir die sédurekatalysierte Hock-Spaltung wurde dem
hauptsichlich aus 3 bestehenden Ausgangsstrom des Photo-
reaktors unter Verwendung der sdureresistenten Pumpe des
Vapourtec RC24--Systems eine Losung von TFA in Dichlor-
methan mit einer Flussgeschwindigkeit von 0.5 mLmin™"' zu-
gefiihrt. Die Sdure kann entweder gleich am Anfang oder im
Anschluss an die Singulettsauerstoff-Reaktion zugefiigt
werden, jedoch wurden bessere Ergebnisse mit einer Zugabe
nach der Photooxidation erzielt, da die Protonierung von TPP
dessen Reaktivitét verringert.

Die Hock-Spaltung erfolgte in einem Reaktor aus PTFE
(Gesamtvolumen 26 mL, davon 16 mL bei Raumtemperatur
und 10 mL bei 60°C). Eine Reaktionszeit von ungefahr
2.5 Minuten war fiir Hock-Spaltung, Oxidation mit Triplett-
sauerstoff und die anschlieBenden Kondensationen notig.
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Nach einer Gesamtreaktionszeit von 4.5 Minuten wurde ein
Produktstrom, der hauptsdchlich 6 enthielt, erhalten. Ab-
schlieBende chromatographische Reinigung lieferte 6 in 39 %
Ausbeute ausgehend von Dihydroartemisininsdure (2).
Basierend auf diesem Befund betrdgt die berechnete
Produktionskapazitit dieses speziellen Aufbaus 200 g Arte-
misinin pro Tag. Ausgehend von einem grob geschitzten
Bedarf von 225 Millionen Malariamedikationen pro Jahr (von
der WHO geschitzte Zahl der Malariafille; 2009 wurden
158 Millionen ACT-Priiparate bezogen)!" sollten ca. 1500 ef-
fizient arbeitende, einfach konstruierte Photoreaktoren aus-
reichend sein, um den gesamten Bedarf zu decken. Durch
weitere Optimierung konnten sowohl Ausbeute als auch
Kapazitiat erhoht werden. Jedoch ist es selbst zum jetzigen
Zeitpunkt mit dem hier beschriebenen Prozess moglich, die
wachsende Nachfrage fiir kostengiinstiges Artemisinin zu
decken und damit weltweit Malariakranke zu behandeln.

Experimentelles
Optimierte Reaktionsbedingungen fiir die kontinuierliche Synthese
von Artemisinin.

Es wurden eine Losung von Dihydroartemisininsdure (2; Schema
SI-4 der Hintergrundinformationen; 2.95 g, 5.0 mmol) und Tetra-
phenylporphyrin (TPP; 15 mg, 0.025 mmol) in Dichlormethan (Ge-
samtvolumen der Losung: 25 mL, Messkolben) sowie eine Losung
von Trifluoressigsdure (TFA, 1.9 mL, 25 mmol) in Dichlormethan
(18 mL) hergestellt. 30 Minuten vor Beginn des Experiments wurde
die Lampe eingeschaltet und der zweite Abschnitt des PTFE-Reak-
tors auf 60°C geheizt. Der gesamte Reaktor wurde 10 Minuten mit
reinem  Dichlormethan (Pumpe 1: 2.5mLmin"', Pumpe 2:
0.5 mLmin™") und Sauerstoff (7.5 mLmin™', 11.5 bar) gespiilt. Dann
wurde die Losung der Ausgangsverbindung (2 und TPP in Dichlor-
methan) mit einer Flussgeschwindigkeit von 2.5 mLmin~" injiziert
und die Flussgeschwindigkeit von Sauerstoff auf 7.5 mLmin™
(11.5 bar) geregelt. Die Trifluoressigsdurelosung wurde zwischen
Ausgang des Photoreaktors und Eingang des ersten PTFE-Reaktors
mit einer Flussgeschwindigkeit von 0.5 mLmin ' injiziert. Der Pro-
duktstrom wurde in einem Kolben mit geséttigter wéssriger NaHCO;-
Losung gesammelt. Die resultierende zweiphasige Mischung wurde
bei Raumtemperatur so lange geriihrt, bis die griine Farbe ver-
schwand. Die Phasen wurden getrennt, und die wéssrige Phase wurde
dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber wasserfreiem Na,SO, getrocknet, filtriert und
unter verringertem Druck eingeengt. Chromatographische Reinigung
tiber Kieselgel (5-20% EtOAc in Cyclohexan) lieferte Artemisinin
(6;1.36 g,39 %) als nahezu weiBen Feststoff. Weitere Reinigung nach
Rekristallisation aus Cyclohexan lieferte weile Nadeln. Schmp. =
153-154°C. [a]=+66.3° (c=0.97, CHClL;). 'H-NMR (400 MHz,
CDCl;): 0=5.86 (s, 1H), 3.40 (dq, J=7.3, 5.4 Hz, 1H), 2.47-2.39 (m,
1H), 2.08-1.98 (m, 2H), 1.91-1.86 (m, 1H), 1.81-1.74 (m, 2H), 1.51-
1.34 (m,3H),1.45(s,3H),1.21 (d,J=7.3 Hz,3H), 1.11-1.04 (m, 2H),
1.00 ppm (d,J = 6.0 Hz, 3H). ®*C-NMR (101 MHz, CDCl,): 6 =172.2,
105.5, 93.9, 79.6, 50.2, 45.1, 37.7, 36.1, 33.8, 33.0, 25.4, 25.0, 23.6, 19.9,
12.7 ppm. IR (Film): #=2960, 2933, 2860, 1731, 1112, 991 cm™'. HR-
MS: ber. fiir C;sH,,Os5: [M1] =282.1467, gef.: 282.1463. MS (EI): m/
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