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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Influenza

Influenza ist eine akute, endemisch, epidemisch oder pandemisch auftretende
Infektionskrankheit des Respirationstraktes, die durch Tropfcheninfektion lbertragen
wird (Pschyrembel, 2003) und alle Altersgruppen betrifft (Langley et a/, 2004). Hohe
Infektionsraten und Mortalitdt verursachen weltweit Kosten in Milliardenhdhe
(McKimm-Breschkin et al, 2003). Die Influenza ist zum Beispiel in Nordamerika
jahrlich far mehr Erkrankungen und Todesfélle verantwortlich, als alle anderen
respiratorischen Erkrankungen zusammen (Stiver, 2003). Grippeinfektionen sind
somit die wichtigste Ursache fir medizinisch zu versorgende akute
Atemwegserkrankungen (Langley et al., 2004).

1.1.1 Krankheitsbild und Verbreitung

1.1.1.1 Symptome einer Infektion mit Influenza

Eine Infektion durch Influenza verursacht ein akutes fiebriges Krankheitsbild,
charakterisiert durch respiratorische und systemische Symptome (Roberts, 2001) wie
Husten, Kopfschmerzen und Myalgie, die in aller Regel auch zu Aktivitadtsausfallen
fihren (Stephenson und Nicholson, 2001). Primdrinfektionen kdnnen dabei zu
Komplikationen und Sekundarinfektionen wie beispielsweise bakterieller Pneumonie,
Bronchitis oder Otitis media fihren (Roberts, 2001), die eine antibiotische Therapie
vornehmlich bei alteren oder vorbelasteten Personen erforderlich machen (Colman,
1999). Entsprechende Komplikationen wiederum kénnen zu Hospitalisierung und Tod
fuhren (Woodhead, et al, 2000). Die Symptome treten in der Regel drei bis flnf
Tage nach Exposition auf, Husten und Unwohlsein kdnnen zwei bis vier Wochen
dauern (Roberts, 2001). Grundsatzlich kann Influenza A zwar selten zur Auslésung
einer Pandemie fuhren, miindet jedoch regelmassig in Epidemien mit hoher Letalitat.
Ausbriiche von Influenza B sind weniger haufig und filhren zu geringeren
Krankheitsbelastungen. (Stephenson und Nicholson, 2001), wahrend Influenza C nur
sporadisch auftritt und die Infektionen meisstens asymptomatisch verlaufen
(Roberts, 2001).
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1.1.1.2 Epidemie und Pandemie

Ist das Auftreten von mehreren Influenza-Fallen 6rtlich begrenzt, so bezeichnet man
dies als , Ausbruch”; treten hingegen viele Falle Gberregional auf, verwendet man den
Begriff ,Epidemie”. Eine Pandemie bezieht sich auf eine schnelle und globale
Ausbreitung der Influenza und geht mit einem Antigenshift einher (siehe Kap.
1.1.1.5) (Seneca, 1980). Wie schon erwahnt, kann es bei Influenza A zur Auslésung
einer Epidemie von erheblichem AusmaB kommen. Wahrend des 20. Jahrhunderts
kam es zu drei grossen Pandemien von unterschiedlichem Schweregrad (Gani et al,
2005). Hohe Erkrankungs- und Todesraten wurden im Jahr 1918 wahrend der
spanischen Grippe beobachtet, wobei die geschatzte Zahl der Todesopfer mit 20 bis
100 Millionen (Johnson und Mueller, 2002) bzw. 20 bis 50 Millionen (Ward et al.,
2005) angegeben wird. Ca. eine Million Todesopfer sollen es jeweils bei Ausbriichen
1957 und 1968 gewesen sein (Nguyen-Van-Tam, Hampson, 2003). In den Jahren
zwischen den Pandemien verursacht der stdndige Prozess der Veranderung in den
Antigenen des Virus Uberall auf der Welt wiederholt Epidemien (Zambon, 1999).

1.1.1.3 Vogelgrippe

Im Jahr 1997 wurde in Hong Kong ein H5N1-Subtyp von Influenza A (A/Hong
Kong/156/97) aus Vogeln in Zusammenhang mit Erkrankungen bei Menschen
gebracht (Claas et al, 1998). Dieser Subtyp verursachte 18 bestdtigte Infektionen
und sechs Todesfille (Leneva et al,, 2001). Es konnte eine hohe Ahnlichkeit zwischen
dem menschlichen H5N1-Subtyp und den virulenten Vogelgrippeviren, die in
Zusammenhang mit einem Hihnersterben in Hong Kong gesehen wurden, gefunden
werden (Claas et al, 1998). 1999 infizierte ein avidrer HON2-Virus zwei Kinder in
Hong Kong (Leneva et a/, 2001), und im Jahr 2003 sind in den Niederlanden 89 Flle
von Infektionen mit H7N7 sowie ein Todesfall bekannt geworden (Enserink, 2005).
Im Zeitraum von 2003 bis Mitte 2005 sind der WHO 112 Félle, 57 davon mit
tddlichem Ausgang, gemeldet worden. (Beigel et a/, 2005). Abbildung 1.1 zeigt die
bestatigten Falle von H5N1-Infektionen der Vogelgrippe seit 2003.
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Abb. 1.1: Betroffene Gebiete mit bestitigten Fdllen von H5N1-Infektionen seit 2003,
Stand 29. Méarz 2007 (WHO, http://gamapserver.who.int/mapLibrary/)

Dies zeigt, dass ein Ubergang des Virus von Végeln auf Menschen und die
Entstehung einer neuen Variante des Virus bei gleichzeitig auftretender humaner
Form der Grippe mdglich ist (Zambon, 1999). Eine Interspezies-Transmission aller 15
Hamagglutinin-Subtypen von Influenza ware mdglich (Govorkova et a/, 2001). In
Einzelfallen wurde auch eine Transmission von Mensch zu Mensch in Erwagung
gezogen (Ungchusak et al, 2005). Da Vogelgrippeviren an 2,3-verknlipfte Sialyl-
Galactosyl-Reste-tragende Glycoproteine auf der Zelloberflache binden, wahrend der
humane Typ an Rezeptoren mit terminalen 2,6-verknlpften Sialyl-Galactosyl-Resten
bindet, ist die Rezeptorspezifitit unterschiedlich, so dass eine Ubertragung des
Vogelgrippevirus von Mensch zu Mensch jedoch unwahrscheinlich ist (Matrosovich et
al, 2004). Trotzdem scheint sich das HS5N1-Virus aufgrund seines breiten
Infektionsspektrums und der hohen Todesrate beim Menschen (Enserink, 2004) zu
einer Gefahr zu entwickeln.
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1.1.1.4 Das Influenzavirus

Das Influenzavirus ist ein Hille-tragendes RNS-Virus aus der Familie der
Orthomyxoviridae (Ward, et al, 2005) mit einem RNS-Negativ-Strang und einem
segmentierten Genom (Roberts, 2001). Das Genom von Influenza A und Influenza B
ist aus acht Segmenten zusammengesetzt, das Genom von Influenza C aus sieben
Segmenten. Das Virus ist mit einem Hullendurchmesser von 80-120 nm (Roberts,
2001) relativ groB. Die Infektionen der Zellen finden begrenzt im oberen und unteren
Respirationstrakt statt (Stiver, 2003). Auf der Oberflache des Virus befinden sich
neben dem Nucleoprotein (NP) und dem Matrix-Protein (M1) als wichtige
Strukturproteine zwei bedeutende Glykoproteine (Roberts, 2001), Hamagglutinin
(HA) und Neuraminidase (NA), die in Kap. 1.1.1.7 und 1.1.1.8 naher besprochen
werden. Weiterhin befindet sich in der Oberflaiche des Virus eingebettet das
M2-Protein, welches als Ionenkanal die Ansdauerung des Virusinneren wahrend des
uncoatings ermdglicht (Hay, 1992; Roberts, 2001). Abbildung 1.2 zeigt ein
Influenzavirus mit den genannten Oberflachenproteinen.

Mucleoprotein (ME) Hamagghutinin (ELA)

EIMNA-Segmente

M1-Protem
W2-Protein

PAN A AN A WS
VAV AY AV AN
CAN AT AY A YN
LAY AT A AN

JJJJJ

Abb. 1.2: Influenzavirus mit Oberflachenproteinen (Darstellung modifiziert, Quelle: Elliot
und Ellis, 2000)
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1.1.1.5 Die genetische Variabilitit und Nomenklatur der
Influenzaviren

Eine exakte Beschreibung von Subtypen des Influenzavirus, insbesondere bei
Influenza A, ist essentiell fir die Beschreibung der Variabilitdt der Antigene innerhalb
der Virusfamilie und das periodische Auftreten von neuen Stdmmen (Melnick, 1982).
Das Capsid des Virus enthalt zwei wichtige Oberflachenproteine (siehe Kap. 1.1.1.4),
die flir die Antigeneigenschaften des Virus von besonderer Bedeutung sind, da flr
einen Antigen-Drift bereits geringe Abweichungen in den Oberfldcheneigenschaften
durch die Glycoproteine ausreichen (Seneca, 1980). Antigen-Drift tritt durch
schrittweise Mutation der Oberflachenantigene (NA, HA) potentiell in jedem
Replikationszyklus des Virus auf (Zambon, 1999). Der zweite Mechanismus, der die
Variabilitat der Antigeneigenschaften des Influenzavirus erhdéhen kann, ist der
Antigen-Shift, der auftritt, wenn zwei unterschiedliche Viren, mdglicherweise von
verschiedenen Spezies, ein einziges Tier oder einen Menschen befallen und in diesem
ein Neuordnung von Gensequenzen stattfindet, so dass ein neues Virus mit
genetischen Eigenschaften beider Ursprungsviren entsteht (Zambon, 1999). Vom
Hamagglutinin sind derzeit 16 unterschiedliche Subtypen bekannt (H1 bis H16),
wahrend von der Neuraminidase neun Subtypen beschrieben wurden (N1 bis N9)
(Ward et al, 2005). Die von der WHO 1980 fur Influenzaviren vorgeschlagene
Nomenklatur beinhaltet flir die Benennung eines bestimmten Virusstammes eine
Angabe des Typs (Influenza A, B oder C) und des Stammes sowie eine Beschreibung
der Antigenspezifitat der beiden Oberflachenproteine (Melnick, 1982). Exemplarisch
soll diese Systematik anhand des folgenden Virus erlautert werden:

A/H1IN1/New Caledonia/20/99

A bezeichnet den Virus-Typ, dahinter wird der jeweilige Hdmagglutinin-Typ (H) und
der Neuraminidase-Subtyp (N) angegeben (H1N1). Zur ndheren Bezeichnung des
Stammes wird abschlieBend die Variante in Form des Ortsnamens der Entdeckung
oder Isolierung zusammen mit einer laufenden Nummer und dem Isolierungsjahr
vermerkt (New Caledonia/20/99) (www.grippe-info.de). Es existieren also drei Typen
von Influenza-Viren (Influenza A, B oder C). Influenza A wird nach dem oben
beschriebenen Verfahren katalogisiert. Fir Influenza B und Influenza C ist diese
Nomenklatur von geringerer Bedeutung, da diese beiden Typen eine geringere
Hamagglutinin-Vielfalt zeigen (Roberts, 2001).
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1.1.1.6 Der Replikationszyklus des Influenzavirus

Das Virus befindet sich in respiratorischen Sekreten, die durch Husten und Schnupfen
an die Umgebung abgegeben werden. Dieses kann zu weiteren Tropfcheninfektionen
fuhren, die sich im Tracheobronchialepithel manifestieren. Hier dauert der erste
Replikationszyklus dann ungefdhr vier bis sechs Stunden (Zambon, 1999). Im
Respirationstrakt wird die Anlagerung der infektidsen Viruspartikel an die
Epithelzellen durch Hamagglutinin Uber spezifische Rezeptoren vermittelt (Stiver,
2003). Sobald ein Virus an die Zelle gebunden ist, wird es tGber ein Endosom in das
Cytoplasma der Zelle transportiert. Der pH-Wert im Endosom ist sauer und aktiviert
das M2-Protein (siehe Kap. 1.1.1.4), welches als Ionenkanal fungiert und den
Durchtritt von H3O*-Ionen in das Virion erlaubt. Es findet folglich eine Ansduerung
des Virus statt, die notwendig fur das virale uncoating ist (Stiver, 2003), wodurch die
virale RNS freigesetzt und im Zellkern der Wirtszelle repliziert wird (Ward et al,
2005). Die so entstandenen neuen Kopien der viralen RNS werden in die neuen
Viruspartikel integriert, die durch die Zelloberflache nach auBen gelangen (Stiver,
2003). Im letzten Schritt der Infektion erleichtert die Neuraminidase die Freisetzung
der neu entstandenen Viruspartikel durch Spaltung von Sialinsaureresten an der
Zelloberflache (Matrosovich et al, 2004). Abbildung 1.3 zeigt den Replikationszyklus
des Influenzavirus.
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Abb. 1.3: Replikationszyklus von Influenzaviren (Darstellung modifiziert Quelle:
www.grippe-info.de, nach Nicholson K. G. et al.: Textbook of Influenza; Blackwell)

Die virale Neuraminidase ist nicht in der Lage, alle vorhandenen
Sialinsaurerezeptoren zu zerstéren, da das Enzym nur in geringer Konzentration
vorliegt und eine geringe Effizienz aufweist. Trotzdem ist die Aktivitdt der
Neuraminidase essentiell fiir die virale Replikation (Luo et a/, 1995).

1.1.1.7 Hamagglutinin

Wie schon in Kap. 1.1.1.6 erwahnt, ist Hamagglutinin ein fir die Anlagerung des
Virus an die Sialinsdurerezeptoren der Wirtszelle relevantes Oberflachenprotein des
Influenzavirus (Luo et al, 1995). Wie in Abbildung 1.2 zu sehen ist, stellt es ein
dornenartiges Glycoprotein dar. Es katalysiert die durch einen niedrigen pH-Wert
induzierte Membranfusion, die letztendlich das virale Genom in der Wirtszelle
freisetzt (Doms et al, 1985). Hamagglutinin ist das Hauptoberflachenprotein des
Influenzavirus und somit ein Antigen, gegen welches nach Infektion neutralisierende
Antikdrper durch das Immunsystem gebildet werden. Durch seine antigenetische
Variabilitdt (siehe Kap. 1.1.1.5) ist Hamagglutinin flir wiederholtes Auftreten von
Epidemien von Influenza A verantwortlich (Deom und Schulze, 1985).
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1.1.1.8 Neuraminidase

Neuraminidasen (Sialidasen) wurden in pathogenen Mikroorganismen wie Viren,
Bakterien und Protozoen gefunden (Colman et a/, 1993). Virale Neuraminidase ist
neben dem Hamagglutinin ein zweites wichtiges Oberflachenprotein des
Influenzavirus, dessen dreidimensionale Struktur 1983 aufgeklart wurde (Varghese et
al, 1983) und dessen elektronenmikroskopisches Aussehen als pilzférmig
beschrieben wird (Oxford et al, 2003). Die GroBe der Neuraminidase betragt
240-kDa und sie stellt flnf bis zehn Prozent des viralen Proteinanteils (Singh et al.
1997). Sie ist ein Glycoprotein, welches terminale Sialinsaurereste von
Glycokonjugaten abspaltet und somit die Freisetzung neu entstandener Viruspartikel
aus befallenen Zellen vorantreibt (Babu et a/, 2000). Der Mechanismus beruht auf
der Spaltung der a-ketosidischen Bindung zwischen der endstandigen
M-Acetylneuraminsaure (Sialinsaure) und einem benachbarten Saccharid, welches in
der Regel Galactose ist (Colman, 1994). Neuraminidase ist somit eine
Exoglycohydrolase (von Itzstein et al., 1996). Die Hauptfunktion der Neuraminidase
greift also im finalen Stadium der Infektion (Matrosovich et al., 2004). Abbildung 1.4
schematisiert den Mechanismus der Sialinsaureabspaltung.

Neuraminidase

HO OH Cd

HO\W\\O OH
H3C\ﬂ/H HC)W

0 HO HO oH

M-Acetylneuraminsaure Galactose
(Sialinsaure)

Abb. 1.4: Spaltung der Bindung zwischen Sialinsdure und Galactose durch Neuraminidase
(Darstellung modifiziert Quelle: Colman (1994))
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Die Neuraminidase wurde von der WHO entsprechend ihrer serologischen
Eigenschaften in neun Subtypen flir Influenza A eingeteilt; fir Influenza B existieren
keine Subtypen (Luo et al, 1995). Da die Neuraminidase einen entscheidenden
Schritt in der Virusreplikation katalysiert, ist sie ein attraktives Ziel flr die
Entwicklung von Virustatika (Babu et al., 2000).

1.1.2 Prophylaxe und Therapieoptionen

Vornehmlich kdnnen zwei Mdglichkeiten flir therapeutische Ansatze bei Influenza zur
Anwendung gebracht werden, die Vaccination und die antivirale Therapie. Die
Grippeimpfung ist die bevorzugte Methode. Da Grippeviren jedoch standig ihre
Antigeneigenschaften andern, die Impfstoffe somit fortwahrend angepasst werden
mussen und erst Monate nach dem Auftreten des betreffenden Influenzavirus
verfligbar werden (Democratis et al, 2006), tritt die Infektion reguldr als Epidemie
auf (Woodhead et al, 2000). Diese Tatsache macht die Anwendung antiviraler
Substanzen notwendig.

1.1.2.1 Vaccination

Die Hauptstiitze fir die Bekampfung der Influenza stellt die Immunprophylaxe dar,
deren Anwendung allerdings durch einige Umstande limitiert wird (Colman, 1999).
Der Impfstoff muss als Reaktion auf den Antigendrift (siehe Kap. 1.1.1.5) der
zirkulierenden Influenzaviren jedes Jahr neu formuliert werden (Bantia et al, 1998).
Besonders problematisch ist hierbei der bendtigte Zeitraum fiir die Herstellung eines
aktuellen Impfstoffes. Zu dem Zeitpunkt, an dem er zur Verfligung steht, ist er
bereits seit ca. einem Jahr nicht mehr aktuell (Owens, 2001). Trotzdem kann er 60
bis 80 % Schutz vor der Erkrankung bewirken, wenn Antikdrper zu den aktuell
kursierenden Subtypen enthalten sind (Perez-Stable, 1986). Problematisch ist die
Immunisierung von Hochrisikopatienten wie Patienten mit chronischen Krankheiten,
Asthmatikern oder schwangeren Frauen (Glezen, 2004).

1.1.2.2 Antivirale Arzneistoffe bei Influenza

Eine Behandlung mit einem Virustatikum kann fiir Risikopatienten und ungeimpfte
Personen sinnvoll sein, wenn ein Ausbruch von Influenza weniger als zwei Wochen
nach der Impfung mit einem inaktivierten Impfstoff auftritt oder wenn der
kursierende Stamm von der Vaccine nicht abgedeckt wird (Obstet Gynecol, 2005).
Fir die Anwendung stehen in erster Linie zwei Klassen antiviral wirkender
Substanzen zur Verfiigung, die Adamantanderivate und die neuere Klasse der
Neuraminidasehemmstoffe (Moscona, 2005).
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1.1.2.2.1 Adamantanderivate

Zu den Therapeutika dieser Stoffklasse zahlen Amantadin, welches seit 1976
Verwendung findet, und das seit 1993 verfligbare Rimantadin (McKimm-Breschkin,
2002). In Deutschland ist nur Amantadin zugelassen. Die Strukturen und ihr
Grundkdrper sind in Abbildung 1.5 dargestellt.

H.__NH,
NH, CH,
H.,
"y
H
Adamantan Amantadin Rimantadin

Abb. 1.5: Struktur von Adamantan, Amantadin und Rimantadin

Ihre Wirkung beruht auf der Beeinflussung des viralen uncoatings innerhalb der Zelle
(Moscona, 2005) durch Blockade des M2-Ionenkanals des Influenzavirus (Ward et
al, 2005). Wie bereits in Kap. 1.1.1.6 erwahnt, missen im Replikationszyklus flir die
Liberation der viralen Nukleinsaure aus dem Komplex mit Proteinen Protonen aus
dem sauren Endosom in das Innere des Viruspartikels strdmen, was durch das
M2-Protein ermdglicht wird (Lallmann et a/, 2003). Amantadin und Rimantadin
unterbrechen diesen Prozess durch Blockade des M2-Proteins. Dies ist in Abbildung
1.6 dargestellt.
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Abb. 1.6: Hemmung der Freisetzung der viralen RNS durch Amantadin

Die Substanzen sind spezifisch flir Influenza A, bei Influenza B sind sie unwirksam
(Hay, 1992), da Stamme von Influenza B kein M2-Protein besitzen (Ward et al,
2005). Dies, das Auftreten von zentralnervdsen Nebenwirkungen sowie die Existenz
resistenter Virusstamme limitieren die Anwendung dieser Substanzklasse (Eisenberg
et al, 1997, De Clercq et al, 2006). Amantadin findet vornehmlich in der
Parkinsontherapie Anwendung.

1.1.2.2.2 Neuraminidasehemmstoffe

Eine neuere Therapieoption flir Influenza stellen die Neuraminidasehemmstoffe dar,
die derzeit mit zwei Arzneistoffen auf dem Arzneimittelmarkt vertreten sind (Rote
Liste, 2006). Zanamivir wird seit 1999 unter der Marke Relenza von der Firma
GlaxoSmithKline angeboten. Es wird aufgrund mangelnder oraler Bioverfligbarkeit in
einer Einzeldosis von flinf mg Uber einen Pulverinhalator pulmonal appliziert.
Intravends gegebenes Zanamivir wird ebenfalls zur Mucosa des Respirationstraktes
transportiert und ist so wirksam bei experimentell hervorgerufener Influenza A
(Calfee et al, 1999). Eine intraventse Arzneiform von Zanamivir wird derzeit getestet
(Pharmazeutische Zeitung, 2006). Oseltamivir wurde 2002 als Tamiflu von Roche
eingeflihrt. Es ist oral bioverfligbar und wird als Hartkapsel in einer Einzeldosis von
75 mg oder als Pulver zur Herstellung einer Suspension mit 12 mg/ml verwendet.
Abbildung 1.7 zeigt die Strukturen der beiden Neuraminidasehemmstoffe.
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Abb. 1.7: Struktur von Zanamivir und Oseltamivir

Virale Neuraminidase spaltet Sialinsaurereste von Glycokonjugaten und katalysiert so
die Freisetzung von neugebildeten Viruspartikeln (Babu et a4/, 2000).
Neuraminidasehemmstoffe verhindern dies (siehe Kap. 1.1.1.8). Sie haben
gegenliber den Adamantanderivaten den Vorteil, dass sie geringere Toxizitat
aufweisen und weniger Resistenzen entwickeln (Moscona, 2005). AuBerdem wirken
sie gegen Influenza A und B (Langley et al, 2004; Gani et al, 2005). Es wurde
gezeigt, dass die Einnahme von Zanamivir oder Oseltamivir bei ansonsten gesunden
Erwachsenen und Kindern die Dauer der Symptome um 0,4 bis 1,0 Tage verkurzt
und zu einer relativen Reduktion von Komplikationen um 29 bis 43 % fihrt (Cooper
et al, 2003), wenn die Therapie unter 48 h nach Auftreten der ersten Symptome
begonnen wird (Gani et a/, 2005). Die Substanz ist sicher und wird gut toleriert
(Nguyen-Van-Tam, 1999). Je friher die Behandlung beginnt, desto kiirzer kann die
Dauer der Krankheitsphase sein (Aoki et al., 2003). Zanamivir und Oseltamivir stellen
somit wichtige Optionen in der Therapie von Influenza dar (Roberts, 2001).

12
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1.1.2.3 Resistenzen

Resistenzen gegenliber Amantadin wurden bei vielen H5-Stammen von Influenza
gezeigt (Gani et al, 2005). Kultivierung von Influenzaviren im Labor in Gegenwart
von Neuraminidasehemmstoffen resultiert in der Selektion von Viren mit erniedrigter
Sensitivitat gegenliber den Inhibitoren (Colman, 2005). Untersuchungen an
Stammen, die Resistenz gegeniiber Zanamivir und Oseltamivir zeigen, weisen auf die
unterschiedlichen Anfélligkeiten und auftretenden Kreuzresistenzen zwischen
Neuraminidaseinhibitoren hin (Mishin et al, 2005). Trotz des Vorteils der
Neuraminidasehemmstoffe = gegentiber den Adamantanderivaten, geringere
Anfalligkeit hinsichtlich der Selektion von resistenten Viren zu zeigen, kann der
Fehlgebrauch der Arzneistoffe zur Entstehung von oseltamivirresistenten Viren fiihren
(Moscona, 2005). Das Resistenzproblem scheint bei Oseltamivir ausgepragter zu
sein. So wurde im Jahr 2005 von der Isolierung von oseltamivirresistenten humanen
Influenza A-Varianten (H5N1) aus zwei an der Infektion gestorbenen Patienten
berichtet (de Jong et al, 2005). Im Gegensatz dazu konnte bisher kein
zanamivirresistentes Virus aus immunkompetenten Patienten nach Behandlung mit
Zanamivir isoliert werden (Moscona, 2005), offenbar begriindet in Unterschieden in
der Bindung der beiden Inhibitoren. Fir die Einpassung der Seitenkette von
Oseltamivir in das aktive Zentrum des Enzyms muss die Neuraminidase zunachst eine
Konformationsanderung erfahren; bei der Bindung von Zanamivir ist das nicht der
Fall, so dass viele Resistenzen auf Mutationen zuriickzufiihren sind, die das Erreichen
der fur die Bindung von Oseltamivir notwendigen Konformation unterbinden
(Moscona, 2005). Bei dieser Art von Resistenz existiert keine Kreuzresistenz zu
Zanamivir (Gupta und Nguyen-Van-Tam, 2006).

1.1.3 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Struktur-Wirkungsbeziehungen kdnnen in qualitativ und quantitativ unterteilt werden.
Qualitative Struktur-Wirkungsbeziehungen dienen dazu, die fir die Wirkung eines
Pharmakons essentiellen Strukturen zu ermitteln und sind daher flur die
Wirkstoffentwicklung unerlasslich. Bei der Untersuchung von quantitativen Struktur-
Wirkungsbeziehungen wird versucht, die Starke eines Effekts auf Substanzparameter
wie zum Beispiel dem Verteilungskoeffizienten oder stereochemische Eigenschaften
zu zuruckzufiihren (Mutschler et a/., 2001).
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1.1.3.1 Strukturbasierte Arzneistoffentwicklung

Die Kenntnis von Struktur-Wirkungsbeziehungen stellt die Basis flr das structure
based drug design dar. Hochaufgeldoste Aufnahmen der Kristallstruktur der
Influenza-Neuraminidase in ihrem Komplex mit Sialinsdure zeigten strukturelle
Eigenschaften der Neuraminidase auf (Lew et a/, 2000). Mit Hilfe der Beschreibung
der Kristallstruktur des Enzyms und des Enzym-Ligand-Komplexes (Varghese et al.,
1983; Colman et al, 1983) wurde die Entwicklung von Neuraminidasehemmstoffen
erleichtert (Colman, 1999) und die Bindung des natirlichen Liganden im aktiven
Zentrum des Enzyms untersucht (Roberts, 2001) Neben rechnerischen Methoden zur
Kalkulation von Bindungskonstanten flr aromatische Neuraminidaseinhibitoren
(Jedrzejas et al, 1995) wurden rontgenkristallographische Methoden flir die
Untersuchung neuer Wirkstrukturen verwendet (Babu et a/, 2000), wobei die
Erforschung des Komplexes zwischen Neuraminidase, Sialinsdaure und bekannten
Inhibitoren  wie  2,3-Dehydro-2-desoxy-Aacetylneuraminsaure  (DANA)  und
2-Deoxy-2,3-dehydro-A-trifluoroacetylneuraminsaure (FANA) (siehe Kap. 1.1.3.2)
Erkenntnisse Uber den Mechanismus des Enzyms und die Wirkung von Inhibitoren
erbrachte (Varghese et al., 1992).

1.1.3.2 Entwicklung der Neuraminidasehemmstoffe

Im Jahr 1969 wurde 2,3-Dehydro-2-desoxy-MN-acetylneuraminsdure (DANA), ein
Strukturanalogon der Sialinsdure, als erster Neuraminidasehemmstoff beschrieben
(Meindl und Tuppy, 1969). DANA hat geringe Spezifitat fir die
Influenza-Neuraminidase  (Roberts, 2001). Ein  fluoriertes  Derivat st
2-Deoxy-2,3-dehydro-Atrifluoroacetylneuraminsaure (FANA) (Meindl et al, 1974).
Abbildung 1.8 zeigt die Strukturen.
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(DANA) (FANA)

Abb. 1.8: Strukturen des ersten beschriebenen Inhibitors (DANA) und eines fluorierten
Derivates (FANA) sowie des natiirlichen Substrates der viralen Neuraminidase (NANA)

Beide Inhibitoren zeigen Ki-Werte im mikromolaren Bereich, sind jedoch ineffektiv in
Tiermodellen (Roberts, 2001). Der Durchbruch im rationalen Arzneistoffdesign bei
den Neuraminidasehemmstoffen gelang durch die Charakterisierung des aktiven
Zentrums der Neuraminidase der Influenzaviren durch rdéntgenkristallographische
Untersuchungen (Colman et al, 1983). Mit Hilfe von Computermodellierung wurde
ein Sialinsaurederivat hergestellt, welches potent und selektiv fiir die virale
Neuraminidase war (von Itzstein et a/, 1993) und Hemmkonstanten im nanomolaren
Bereich aufwies (Woods et al, 1993). Dieses Derivat war Zanamivir. Der zweite,
mittels rationaler medizinischer Chemie bei Gilead Sciences produzierte
Neuraminidasehemmstoff ist Oseltamivircarboxylat (Kim et a/, 1997). Trotz hdherer
Lipophilie im Vergleich zu Zanamivir hat die Substanz wegen ihrer negativen Ladung
am Carboxylatrest eine niedrige orale Bioverfligbarkeit (Li et al, 1998). Durch
ethanolische Veresterung wurde ein oral bioverfigbares Derivat erhalten
(Oseltamivir, Tamiflu). Dieses wird im Kdrper durch Leberesterasen in seine aktive
Form Uberfiihrt (Roberts, 2001). Abbildung 1.9 zeigt die Bioaktivierung von
Oseltamivir.
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Abb. 1.9: Bioaktivierung von Oseltamivir

1.1.3.3 Weitere Neuraminidasehemmstoffe

Nicht zuletzt die in Kap. 1.1.2.3 erlduterten Resistenzen gegenliber den verfligbaren
Arzneistoffen erhbhen den Druck, weitere wirksame Strukturen zu finden.
Verschiedene verdffentlichte Strukturen haben fir Neuraminidasehemmstoffe die
Relevanz von allen vier Substituenten, einer Carboxylgruppe, einer Acetamidogruppe,
einer Guanidinfunktion oder eines Amins und einer Glycerolkette oder eines
hydrophoben Rests fiir die Aktivitdt bei Neuraminidase A und B gezeigt (Chand et a/,
2005). Weniger entscheidend ist die RinggréBe, wie durch Forschung an
Cyclopentanderivaten (Chand et a/., 2005) oder Pyrrolidinderivaten (Kati et a/, 2002)
bewiesen wurde. Auf einige der in diesem Zusammenhang untersuchten Stoffklassen
soll hier naher eingegangen werden.

1.1.3.3.1 Benzoesaurederivate und Pyridinderivate

Verschiedene Benzoesaurederivate und Pyridinderivate wurden synthetisiert und auf
ihre Wirksamkeit getestet (Chand et a/, 2005). Die Orientierung des aromatischen
Rings im katalytischen Zentrum der Neuraminidase erfolgt analog dem
Dihydropyranring in DANA (Singh et al, 1995). Es konnten fiir einige Substanzen
ICso-Werte im unteren millimolaren Bereich ermittelt werden. Darunter befindet sich
auch eine dreifach substituierte Verbindung (siehe Abbildung 1.10), die die beste
bekannte Wirksamkeit beziliglich der Hemmung der Virusreplikation in Zellkulturen
dieser Stoffklasse hat (Meanwell, Krystal, 1996), die letztlich jedoch keine
Wirksamkeit /n vivo zeigte (Chand et al, 1997). Versuche mit sechsgliedrigen
aromatischen Strukturen zeigten keine verbesserte Wirksamkeit gegeniber
bekannten Inhibitoren (Chand et a/, 2005). Abbildung 1.10 zeigt die besten
getesteten Strukturen.
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Abb. 1.10: Strukturen von getesteten Benzoesaurederivaten und eines Pyridinderivates
als Neuraminidasehemmstoffe (Quelle: Chand et al., 2005)

1.1.3.3.2 Pyrrolidinderivate

Ein Pyrrolidinderivat mit einem Ki-Wert von 59 um wurde synthetisiert (Kati et al,
2001). Weiterentwicklungen flihrten zu einer Verbindung, die Influenza A und B in
Konzentrationen zwischen 0,024 und 0,310 nm/l hemmt (Kati et a/, 2002). Die
trisubstituierte Pyrrolidincarbonsaure (Hanessian et a/, 2002) mit der Bezeichnung
A-315675 kann als Esterprodrug oral appliziert werden (DeGoey et a/, 2002) und
zeigt Wirkung bei oseltamivirresistenten Influenzastémmen in Tiermodellen (Mishin
et al, 2005) und ist somit ein viel versprechender Arzneistoffkandidat. Abbildung
1.11 zeigt die Struktur von A-315675.

1.1.3.3.3 Cyclopentanderivate

Rontgenkristallographische Untersuchungen von Neuraminidasekomplexen mit flinf-
und sechsgliedrigen Inhibitoren zeigten, dass die Hemmung des Enzyms weniger von
der absoluten Position des Rings als vielmehr von den relativen Positionen der
Substituenten abhdngen. Auf dieser Basis wurde durch srukturbasiertes
Wirkstoffdesign eine Serie von Cyclopentanderivaten synthetisiert (Bantia et al,
2001; Chand et al, 2004), deren Substituenten mit den vier Bindungstaschen des
aktiven Zentrums des Enzyms interagieren sollten (Chand et a/, 2001) und deren
Effektivitat sich als vergleichbar mit der von Zanamivir und Oseltamivir zeigte
(Sidwell et al., 2001; Govorkova et al, 2001). Besonders wirksam war RWJ-270201
(BCX-1812). Mittlerweile ist diese Verbindung als Peramivir bekannt, welches sich im
Tiermodell als effektivstes getestetes Cyclopentanderivat erwies (Sweet et a/, 2002).
In Kreuzresistenzstudien war es gegen zanamivir- und teilweise gegen
oseltamivirresistente Influenzavarianten wirksam (Gubareva et a/, 2001). Es wurde
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fur die klinische Forschung ausgewahlt (Smee et al, 2001). Klinische Studien
ergaben eine gute Vertraglichkeit und antivirale Aktivitat im Menschen bei einmal
taglicher oraler Gabe (Young et al, 2001). Obwohl Peramivir signifikante antivirale
Aktivitdt gegen Influenza A und Influenza B in Phase I, II und III der klinischen
Studien zeigte (Sidwell und Smee, 2002; Bantia et a/, 2006), konnte keine
statistische Signifikanz bezliglich der Reduktion der Zeitdauer bis zum Abklingen der
Symptome verzeichnet werden (Sidwell et al, 2003). Das wurde den niedrigen
Blutkonzentrationen bei oraler Gabe aufgrund der niedrigen oralen Bioverfligbarkeit
(unter 3 %) zugeschrieben (Bantia et al., 2006). Aus diesem Grund wurden im Jahr
2002 die klinischen Studien der Phase III an Peramivir eingestellt; die Substanz wird
mittlerweile wegen des gehauften Auftretens von H5N1 (siehe Kap. 1.1.1.3) jedoch
erneut auf seine Wirksamkeit getestet (N.N., 2006). Abbildung 1.11 zeigt die Struktur
von Peramivir.

COOH

] NH
N
o=( Ho NH,

A-315675 Peramivir

Abb. 1.11: Strukturen von A-315675 und Peramivir

1.1.3.3.4 Von Sialinsaure abgeleitete Derivate

Alle vier Substituenten am Dihydropyranring des Zanamivirs sind wichtig fiir die
Enzymbindung (Smith et a/, 1998), daher wurden Arbeiten im Hinblick auf
Modifikationen der Substituenten wie dem Ersatz der Glycerolkette des Zanamivirs
durch tertigre Carboxamidstrukturen (Smith et a/, 1998; Taylor et al, 1998)
durchgeflihrt. Bisher sind keine mit Zanamivir verwandten oral applizierbaren
Derivate vorhanden (Masuda et al., 2003). Es wurde jedoch ein in Mausmodellen oral
bioverfugbares und wirksames Derivat mit cyclischer Etherstruktur statt der
Glycerolseitenkette des Zanamivirs gefunden (Masuda et a/,, 2003) (Abbildung 1.12).
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Abb. 1.12: In der Seitenkette abgewandeltes Derivat von Zanamivir (Quelle: Masuda
etal., 2003)

Ein anderer Ansatz, die Glycerolseitenkette betreffend, wird von Mann et a/ (2006)
verfolgt. Auf der Basis des natirlichen Inhibitors A-Acetylneuraminsaure (siehe
Abbildung 1.4), der Neuraminidase auf mikromolarem Level hemmt (Holzer et al,
1993), wurde eine Reihe von B-O-Gykosiden von 4,5-ungesattigten 2-Acetamido-
D-glucuronsaurederivaten synthetisiert, in der die Glycerolseitenkette, dhnlich wie bei
Oseltamivir, durch Etherstrukturen ersetzt wurde und von denen viele aquipotent zu
M-Acetylneuraminsaure sind (Mann et al, 2006). Abbildung 1.13 zeigt einige
Derivate.

R
/
g

0 o o0
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ho S
HN
NH,

HN
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Abb. 1.13: Strukturen von B-O-Gykosiden von 4,5-ungesittigten 2-Acetamido-
D-glucuronsédurederivaten (Quelle: Mann et al., 2006)
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Eine weitere potentielle Weiterentwicklung stellen Dimere aus Zanamivirmolekilen
dar (siehe Abbildung 1.14). Von besonderem Interesse sind in diesem
Zusammenhang zwei von Macdonald et al. verdffentlichte Verbindungen, die eine
verlangerte antivirale Wirksamkeit und hdéhere Potenz als Zanamivir aufgrund
héherer Lungenresidenzzeiten aufweisen (Macdonald et a/, 2004; Macdonald et al.,
2005).

O O
on O HO g
NHCOCH, H,COCHN
HN NH, H,N NH
U
0]
/\/\N
: :
N\/v
0]

Abb. 1.14: Von Zanamivir abgeleitete Dimere (Darstellung modifiziert, Quelle: Macdonald
et al., 2005)
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1.2 Prodrugs

Unter Prodrugs versteht man Substanzen, die selbst biologisch weitgehend inaktiv
sind, die aber im Organismus enzymatisch oder nichtenzymatisch in eine aktive Form
umgewandelt, also bioaktiviert, werden (Mutschler et al, 2001). Es sind folglich
unwirksame Arzneistoffe mit wirksamen Metaboliten (Testa, 1995). Sie werden in der
Regel verwendet, um unerwlinschte Eigenschaften wie Geschmack, Geruch oder
schlechte Absorption zu eliminieren. Viele Prodrugs besitzen eine Esterstruktur, da
sie so besser aus dem Diinndarm aufgenommen werden kénnen (Inoue et al., 1979).
Ebenso kann daher nach Hydrolyse durch Esterasen in der intestinalen Mucosa, der
Leber und im Serum (Inoue et al, 1980) die Wirkstruktur freigesetzt werden
(Liederer und Borchardt, 2006) (siehe Kap. 1.2.2.2.3). Die in dieser Arbeit
behandelten Substanzen stellen bioreduktiv und enzymatisch zu aktivierende
Prodrugs dar, bei denen die enzymatische Aktivierung an zwei funktionellen Gruppen
erfolgen soll. Zum einen soll eine MA-Reduktion an der A-Hydroxyguanidinstruktur
zum resultierenden Guanidin stattfinden und zum anderen eine Esterhydrolyse zu der
entsprechenden Carbonsdure. Reduktionen A~hydroxylierter Verbindungen stellen
einen Phase-I-Biotransformationsweg dar. Die Reduktion von Hydroxylamin und
mono- und disubstituierten Derivaten durch ein Mehrkomponentenenzymsystem
(sieche Kap. 1.2.2.2.1) wurde gezeigt (Kadlubar und Ziegler, 1974; Kurian et al,
2004) und fir die Modifikation von Verbindungen mit stark basischen Funktionen
ausgenutzt (siehe Kap. 1.2.2.1). Es kdnnen unterschiedliche stickstoffhaltige
Substrate wie Azoverbindungen, Nitroverbindungen, Nitrosoverbindungen, Oxime,
Hydroxylamine, AMOxide und Amidoxime durch mikrosomale, cytosolische und
mitochondriale Enzymsysteme reduziert werden (Clement et al, 2000; Karhan,
2002). Bei der Aktivierung kdnnen mehrere Enzyme beteiligt sein. Da es sich bei den
in dieser Arbeit synthetisierten Strukturen um AfHydroxyguanidinderivate von
Neuraminidasehemmstoffen mit einer Esterstruktur handelt und die Wirkform jeweils
die entsprechende Carbonsdure ist, sollen sie als bifunktionelle Prodrugs fungieren,
wie es bereits von anderen Arzneistoffen und Substanzen bekannt ist (siehe Kap.
1.2.2.1.1).
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1.2.1 Bioverfiigbarkeit

Unter der Bioverfligbarkeit eines Arzneistoffs versteht man das AusmaB und die
Geschwindigkeit der Freisetzung, Resorption und Verfiigbarkeit eines therapeutisch
wirksamen Anteils am Wirkort, womit in der Regel der unveranderte Wirkstoff
gemeint ist, bei Prodrugs jedoch der wirksame Metabolit betroffen ist (Mutschler et
al, 2001). Die Bioverfligbarkeit betragt somit bei intravendser Applikation
definitionsgemaB 100 %. Bei oraler Applikation bestimmen verschiedene Vorgange
vom Zerfall der Darreichungsform und dem Auflésen des Arzneistoffs Uber die
Aufnahme (iber die Darmschleimhaut bis zum Durchtritt durch die Leber mit
prasystemischer Elimination (first-pass-Effekt) letztendlich das AusmaB der
systemischen Verteilung (Lillmann et a/., 2003) mit folgender Biotransformation und
Elimination. Diese Vorgange zeigt Abbildung 1.15.

C Applikation D

@I‘fﬂ" der Darreichungsfo@

<< Galenik |
C Dissolution D
C Absorption ) <Absorptionsrate |
C Leberpassage D <ﬁrst—pass'-Effekt |

C Distribution j)
< Biotransformation
C Elimination >

Abb. 1.15: Der Weg eines oral applizierten Arzneistoffs im Kreislauf bis zur Elimination

1.2.1.1 Bioverfiigbarkeit von Neuraminidasehemmstoffen

Wie bereits zuvor erwahnt, missen die beiden derzeit verfligbaren
Neuraminidasehemmstoffe auf unterschiedliche Weise appliziert werden. Zanamivir
weist eine zu geringe orale Bioverfiigbarkeit auf, als dass wirksame Plasmaspiegel bei
peroraler Gabe erzielt werden kénnten. Daher wird die Substanz pulmonal appliziert.
Oseltamivir kann aufgrund ausreichender Bioverfiigbarkeit peroral gegeben werden.
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1.2.1.1.1 Bioverfiigbarkeit von Zanamivir

Im Tiermodell an Madusen konnte eine gute Wirksamkeit von Zanamivir bei
systemischen Applikationsarten sowie bei intranasaler Applikation nachgewiesen
werden, wahrend die orale Bioverfligbarkeit sich als schlecht erwiesen hat (Ryan et
al, 1994). Schon frihe pharmakokinetische Studien an freiwilligen Testpersonen
stellten eine gute Wirksamkeit bei einmaliger pulmonaler Gabe fest (Fenton et al,
1999; Peng et al, 2000) und wiesen die schlechte orale Bioverfligbarkeit von
Zanamivir im Menschen nach (Calfee et al, 1999). Sie betragt im Mittel 2 % (Calfee
et al, 1999), und ist damit nicht ausreichend fiir eine entsprechende Arzneiform.
Ursachen hierfir sind zum einen die hohe Hydrophilie des Arzneistoffs - unter
anderem durch die Glycerol-Seitenkette - und zum anderen die hohe Basizitat der
Guanidinfunktion. Diese wird unter physiologischen Bedingungen im Korper
protoniert, so dass die Verbindung geladen vorliegt und schlecht absorbiert werden
kann (siehe Abbildung 1.19).

1.2.1.1.2 Bioverfiigbarkeit von Oseltamivir

Oseltamivir kann oral appliziert werden. Es ist ein Ethylesterprodrug und wird in der
Leber durch Carboxylesterasen aktiviert (Lindegardh et a/, 2006), also zu seiner
Wirkform, dem Oseltamivircarboxylat biotransformiert (siehe Abbildung 1.9), welches
selbst eine Bioverflgbarkeit von unter 5 % aufweist (Eisenberg et al, 1997). Die
orale Bioverfiigbarkeit von Oseltamivir wurde in Tiermodellen getestet (Mendel et al.,
1998) und mit 11 % in Frettchen, 30 % in Mdusen und 73 % in Hunden angegeben
(Li et al, 1998). Auch im Menschen ist es gut bioverfligbar (Roberts, 2001), wobei
die Bioverfiigbarkeit, gemessen am aktiven Metaboliten, mit 80 % angegeben wird
(He et al, 1999).

1.2.2 Biotransformation

Biotransformation ist die Umwandlung von Fremdsubstanzen im Korper vor allem
durch die Leber und auch untergeordnet durch andere Organe (Darm, Niere, Lunge,
Milz, Muskulatur, Haut, Blut), die vornehmlich dazu dient, lipophile Xenobiotika in
hydrophilere und somit leichter ausscheidbare Verbindungen zu Uberflihren
(Mutschler et al, 2001). Intermediar kdnnen dabei unwirksame und wirksame
Metaboliten aus wirksamen oder unwirksamen Substanzen entstehen. Die
Biotransformation von Xenobiotika kann folglich zu deren Detoxifikation und
Exkretion flihren, genau so jedoch zu Bioaktivierung (Brandon et a/, 2003). Letzteres
wird bei den Prodrugs ausgenutzt. Die Hauptbiotransformationswege sind Hydrolyse,
Konjugation, Oxidation und ebenso die Reduktion (Mc Lane et al, 1983).
Biotransformationsmechanismen lassen sich in Phase-I-Reaktionen, die die
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Biotransformation von funktionellen Gruppen umfasst, und Phase-II-Reaktionen, die
Konjugationsreaktionen, einteilen (Testa und Jenner, 1976). Phase-I-Reaktionen
fuhren zu einer Veranderung der Struktur des Arzneistoffs. Die wichtigsten Beispiele
fir Phase-I-Reaktionen sind Oxidation, Reduktion und Hydrolyse. In
Phase-II-Reaktionen wird der Arzneistoff beispielsweise mit Glucuronsaure,
Schwefelsdure oder Gycin konjugiert, was zu verbesserter Wasserloslichkeit und
renaler Eliminierbarkeit fuhrt (Lillmann et a/, 2003). Phase-II-Reaktionen kdnnen
bei der Biotransformation eines Xenobiotikums auch auf eine oder mehrere
Phase-I-Reaktionen folgen oder ohne vorgeschaltete Phase-I-Reaktion stattfinden
Abbildung 1.16 zeigt schematisch einen solchen Biotransformationsweg.

Phase I Phase I1
—k————————— - _Tftfljth_t_ e ___ Metabolit
der Phase I ) _ der Phase 11
Konjugation
it
Hydrolyse mit
Oxidation glllllcurgl}saure,
Reduktion chwefelsaure,
Essigsdure,
Aminosauren

) ~—

Abb. 1.16: Schema der Biotransformation eines Pharmakons

1.2.2.1 Bioaktivierung von A-hydroxylierten Prodrugs

Mhydroxylierte Verbindungen wurden entwickelt, die Prodrugs darstellen. Von
besonderem Interesse sind Substanzen mit funktionellen Gruppen, die ihnen eine
hohe Basizitat verleihen und so die orale Bioverfligbarkeit herabsetzen. Genauer
betrachtet werden in diesem Zusammenhang die Amidine und die Guanidine sowie
deren Prodrugs, die Amidoxime/M-Hydroxyamidine und die A-Hydroxyguanidine.
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1.2.2.1.1 Amidoximprodrugs

Da Amidine unter physiologischen Bedingungen durch Bildung
mesomeriestabilisierter Kationen protoniert vorliegen (siehe Abbildung 1.17), also
durch Diffusion schlecht absorbiert werden kénnen und in der Regel eine schlechte
orale Bioverfligbarkeit aufweisen, stellt die Verwendung ihrer A-hydroxylierten
Derivate mit verringerter Basizitat eine Moglichkeit dar, ihre orale Bioverfligbarkeit zu
optimieren (Mau, Clement, 1999; Clement, 2002).

©)
NH +H NH, @ NH, NH,
R% ? R% -~ R4< -~ R~<
NH, NH, NH, (l:lDHZ

Abb. 1.17: Protonierung von Amidinen unter physiologischen Bedingungen

Die Tatsache, dass in biotransformatorischen Prozessen die A-Oxidation von
Amidinen zu Amidoximen von untergeordneter Bedeutung ist (Clement, 1983),
sondern /n vivo die Reduktion von Amidoximen zu den entsprechenden Amidinen
Uberwiegt, wurde vielfach nachgewiesen (Clement et a/, 1988; Hauptmann et al,
1988) und anhand von konkreten Substanzen wie Benzamidin (Clement et al., 1993;
Frohlich et al, 2005), Pentamidin (Clement et a/, 1992) und Furamidin (Saulter et
al, 2005) sowie ihren jeweiligen Amidoximderivaten naher untersucht. Abbildung
1.18 zeigt die Bioaktivierung von Amidoximprodrugs durch Reduktion in der Leber.

/N_OH N-Reduktion NH
R4< - R
NH NH

2 2

Abb. 1.18: Bioaktivierung eines Amidoxim-Prodrugs

Als konkrete Substanzbeispiele fir die Anwendung dieses Prodrugprinzips kdnnen
das Modellsubstrat Benzamidin (Clement et al, 2005), das Antiprotozoenmittel
Pentamidin (Clement et al, 1992) sowie der erste oral bioverfigbare
Thrombininhibitor Ximelagatran dienen, der im Kdrper zu seiner aktiven Form, dem
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Melagatran biotransformiert wird (Gustafsson, 2001; Clement und Lopian, 2003).
Weitere Anwendungsmadglichkeiten haben sich im Bereich der
GP-IIb-IIIa-Antagonisten mit Sibrafiban gezeigt (Weller et al, 1996). Tab. 1.1 zeigt
jeweils die Strukturen der Prodrugs sowie die Wirkformen der genannten
Substanzen.

Tab. 1.1: Beispiele fiir Amidoxim-Prodrugs

Prodrug Wirkform
N NH
|
©)\NH2 ©)LNH2
Benzamidoxim Benzamidin
NN\ O~ ~O
HZNYQ/ I NH, HZNYO/ Q(NHZ
oV NS on NH NH
Pentamidoxim Pentamidin

N~
/N~0H

Vwﬁgi
O

NH,

Ximelagatran
) 0
O%/OACN&H N—OH
2 < > </
° o} NH,

Sibrafiban

NH

Oy

NH,

Melagatran
(0}
HOWOCN§H : NH
° 0 NH,

Sibrafiban-Wirkform

1.2.2.1.2 MHydroxyguanidinprodrugs

Guanidine weisen im Gegensatz zu Amidinen eine hdhere Basizitat auf, da die nach
Protonierung unter physiologischen Bedingungen entstehenden Guanidiniumionen
nochbesser mesomeriestabilisiert sind als die Amidiniumionen (Clement, 1998) (siehe
Abbildung 1.19).
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Abb. 1.19: Protonierung von Guanidinen unter physiologischen Bedingungen

Es ist also naheliegend, das bei den Amidinen erfolgreich angewendete
Prodrugprinzip auf Guanidine zu Ubertragen. So kénnen A~Hydroxyguanidinprodrugs
mit verringerter Basizitdt und hoherer Bioverfligbarkeit erhalten werden. Die
enzymatische Reduktion von Hydroxyguanidin zu Guanidin wurde bereits 1959 belegt
(Walker und Walker, 1959) und anschliessend intensiv untersucht. Abbildung 1.20
zeigt die Bioaktivierung von A-Hydroxyguanidinprodrugs.

OH
H 4/<N M-Reduktion H /<NH
/ - /
R NH, R NH,

Abb. 1.20: Bioaktivierung eines N-Hydroxyguanidinprodrugs

Die Bioaktivierung AHydroxyguanidinteilstrukturen tragender Substanzen durch
mikrosomale Fraktionen wurde am Beispiel eines AM-Hydroxyamidinohydrazons
untersucht. Der a,-Adrenorezeptoragonist Guanoxabenz wird zu seinem
Guanidinanalogon Guanabenz, einem Amidinohydrazon, reduziert (Clement et al.,
1996; Clement und Demesmaeker, 1997). Auch die Untersuchungen an
MHydroxydebrisoquin, einer Modellsubstanz flir A~Hydroxyguanidine /n vitro mit
porcinen und humanen Hepatocyten in Kultur zeigen die dominierende Rolle der
Reduktion des AN-hdroxylierten Substrates gegenliiber der mikrosomalen
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M-Hydroxylierungsreaktion des Guanidins und lassen Rickschliisse auf die
Bioaktivierung in vivo zu (Clement et al., 1993; Frohlich et a/, 2005). Tab. 1.2 zeigt
die Strukturen der genannten Verbindungen.

Tab. 1.2: N-Hydroxydebrisoquin als Beispiel fiir ein N-Hydroxyguanidin und Guanoxabenz
als Beispiel fiir ein N-Hydroxyamidinohydrazon sowie ihre reduzierten Analoga

Prodrug Wirkform
OH
‘~ i
I @:\)N NH,
SO
MHydroxydebrisoquin Debrisoquin
cl cl
s AN x N _NH
Y v
NH, NH,
cl cl
Guanoxabenz Guanabenz

1.2.2.2 Beteiligte Enzyme

An der Bioaktivierung von A-hydroxylieten Prodrugs durch Reduktion und
Esterhydrolyse sind mehrere Enzyme beteiligt, auf die im Folgenden naher
eingegangen wird.

1.2.2.2.1 Benzamidoxim-Reduktase

Das in die Aktivierung M-hydroxylierter Prodrugs involvierte Enzymsystem (Clement
et al, 1997), bestehend aus der NADH-Cytochrom bs-Reduktase, Cytochrom bs und
moglicherweise einem Cytochrom P450 Enzym der Subfamilie 2D (Clement et al,
2005) ist fur die Reduktion der Amidoxime und A-Hydroxyguanidine verantwortlich.
Die dritte Komponente konnte jedoch noch nicht umfassend identifiziert werden. In
weiteren Untersuchungen wurde sie im mitochondrialen Benzamidoxim-
Prodrug-aktivierenden Enzymsystem als ein molybdanhaltiges Enzym identifiziert
(Havemeyer et al, 2006). Das Enzymsystem wurde nach der Reduktion von
Benzamidoxim zu Benzamidin benannt (Lopian, 2002). Cytochrom bs ist bei
Oxidations- und Reduktionsprozessen beteiligt (Strittmatter et a/, 1972) und dient
als Elektronenakzeptor flir NADH und wird durch die NADH-Cytochrom bs-Reduktase
vermittelt (Lopian, 2002).
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1.2.2.2.2 Cytochrom P450

Da als dritte aktive Komponente des fiir die Bioaktivierung M-hydroxylierter Prodrugs
unter anderem ein Cytochrom P450 Enzym angenommen werden kann (Clement et
al., 2005), soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick iiber Cytochrom P450 gegeben
werden. Cytochrom P450 Enzyme sind Hamproteine, deren reduzierte Komplexe mit
Kohlenmonoxid ein Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweisen (Goeptar et al,
1995). Die Enzyme der Cytochrom P450 Superfamilie wurden in Saugetieren,
Insekten, Pflanzen, Hefen und Bakterien gefunden (Koymans et al, 1993) und
katalysieren viele chemische Reaktionen bei einer annahernd unendlichen Zahl von
biologisch vorkommenden Substanzen wie Steroiden, Gallensduren, Fettsduren,
Prostaglandinen, Leukotrienen, biogenen Aminen, Retinoiden (Nelson et al, 1996)
und Xenobiotika (Coon et al, 1992). P450 Enzyme reprasentieren den klassischen
Phase-I-Metabolismus, in dem das Substrat oxygeniert wird (Nebert und Gonzales,
1987). Sie konnen jedoch neben ihren Eigenschaften einer Monooxygenase
(Guengerich, 1991) mit klassischen Oxidationen auch in die Reduktion von
Xenobiotika involviert sein (Goeptar et al., 1995; Guengerich, 2001). Bisher sind lber
2000 Enzyme dieser Enzymfamilie bekannt. Uber 90 % des gesamten
Arzneistoffmetabolismus sind Cytochrom P450-abhangig (Lewis, 2003).

1.2.2.2.3 Carboxylesterasen

Die in dieser Arbeit behandelten Substanzen sollen als bifunktionelle Prodrugs
fungieren. Eine A-Hydroxyguanidinstruktur soll zum Guanidin reduziert und ein Ester
gespalten werden. Die Einfiihrung einer Esterstruktur fiihrt wegen gesteigerten
passiven Transports (Imai, 2006) in der Regel zu verbesserter Bioverfligbarkeit von
therapeutischen Substanzen (Imai et al, 2006), die im Korper, katalysiert durch
Carboxylesterasen, zur Carbonsaure hydrolysiert werden. Diese sind in groBer
Variationsbreite im Menschen und anderen Sdugetieren vertreten und weisen
Uberlappende Substratspezifitdt auf, wahrend das eigentliche Substrat /7 vivo oftmals
unbekannt ist (Pen und Beintema, 1986), und so die Klassifikation erschwert wird
(Williams, 1985). Carboxylesterasen akzeptieren eine Vielzahl endogener und
exogener Verbindungen mit unterschiedlichen Strukturen als Substrate (Xie et al,
2002); ihre Aktivitat ist weitlaufig in Saugetiergeweben verteilt, wahrend das hochste
Niveau in Lebermikrosomen zu finden ist (Satoh und Hosokawa, 1998).
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2 ZIELSETZUNG

Wie in Kap. 1.2.2.1 bereits beschrieben wurde, kénnen Verbindungen als
bifunktionelle Prodrugs fungieren, die sowohl eine am Stickstoff hydroxylierte
funktionelle Gruppe wie eine Amidoxim- oder eine A-Hydroxyguanidinteilstruktur
besitzen, die im Rahmen der Biotransformation reduziert wird, als auch einen
Carboxylester enthalten, der biotransformatorisch zur freien Carbonsaure hydrolysiert
wird. Flr die Anwendung dieses Prodrugprinzips bieten sich Arzneistoffstrukturen an,
deren Wirksamkeit nachgewiesen wurde und die aufgrund der Protonierung der
basischen Amidine oder Guanidine im Magen nicht oder unzureichend absorbiert
werden und deshalb nicht peroral appliziert werden kénnen. Im Rahmen dieser
Arbeit  sollten  MHydroxyguanidinderivate  von  Neuraminidasehemmstoffen
synthetisiert und mit dem bifunktionellen Prodrug von Zanamivir eine Testung
innerhalb einer Bioverfligbarkeitsstudie durchgeflihrt werden. Im Rahmen dieser
Studie sollte durch Nachweis des korrespondierenden Guanidins als Wirkform die
Eignung der Verbindung als Prodrug nachgewiesen werden. Ausgangspunkt sind die
Strukturen der beiden derzeit auf dem Arzneimittelmarkt zugelassenen
Neuraminidasehemmstoffe Zanamivir (Relenza) und Oseltamivir (Tamiflu) (siehe
Abbildung 1.7), die jeweils dahingehend abgewandelt werden sollten, dass sie ein
MHydroxyguanidin und einen Carboxylester enthalten. Bei Zanamivir sollte dies mit
dem Ziel geschehen, die orale Bioverfligbarkeit von ca. 2 % beim Menschen (siehe
Kap. 1.2.1.1.1) soweit zu verbessern, dass in einer Bioverfligbarkeitsstudie
entsprechende Quantifizierungen in Plasmaproben vorgenommen werden kénnen. So
sollten Erkenntnisse Uber pharmakokinetische Parameter der Substanz gewonnen
werden. Abbildung 2.1 zeigt die Struktur des potentiellen bifunktionellen Prodrugs
von Zanamivir im Vergleich zur Wirkform.
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OH OH
OH OH
HO HO
0 0 0 0 0 0
>~N / >~N
He OH Ho / OC,H,
HN HN
>7NH2 />7NH2
HN gN
HO
Zanamivir bifunktionelles Prodrug von Zanamivir

Abb. 2.1: Struktur von Zanamivir und seines potentiellen bifunktionellen Prodrugs

Basis fur die Derivatisierung von Oseltamivir waren die Ergebnisse von Li et al
(1998) und Kim et al. (1997, 1998), die gezeigt haben, dass das Guanidin-Analogon
der Wirkform von Oseltamivir (GS 4116) mit einer ICsp von 0,9 nm als potenterer
Hemmstoff wirken kann als die Wirkform von Oseltamivir (GS 4071) (siehe Abb. 2.2).
Die bessere Wirksamkeit der Guanidin-Analoga gegentiber den Amin-Analoga beruht
offenbar auf unterschiedlichen Bindungsmechanismen im aktiven Zentrum der
Neuraminidase (Kim et al, 1998). Dass Guanidinfunktionen erheblichen Einfluss auf
die Bindungsmechanismen im Enzym haben, wurde auch von Atigadda et a/ (1999)
und Jedrzejas et al. (1995) festgestellt und an verschiedenen Forschungssubstanzen
untersucht. Untersucht wurden von Li ef a/ (1998) und Kim et al (1997, 1998) auch
die Bioverfligbarkeiten von Oseltamivir (GS 4104) und seines Guanidin-Analogons
(GS 4109) und der zugehdrigen Ethylesterprodrugs, wobei eine deutlich schlechtere
Bioverfiigbarkeit von GS 4109 im Vergleich zu Oseltamivir festgestellt wurde. Ware
dies nicht der Fall gewesen, hatte mdglicherweise GS 4109 statt Oseltamivir zur
Marktreife gelangen kénnen. Die Verwendung eines A~hydroxylierten Prodrugs von
GS 4109, also des bifunktionellen Prodrugs von GS 4116, kdnnte die Bioverfligbarkeit
von GS 4109 mdglicherweise deutlich erhdhen. Abbildung 2.2 zeigt die Strukturen
der genannten Verbindungen.

Ziele der vorliegenden Arbeit sind somit die Erhéhung der oralen Bioverfiigbarkeit
Uber den Weg eines bifunktionellen Prodrugs bei Zanamivir und die synthetische
Weiterentwicklung des Guanidin-Analogons von Oseltamivir zu einem ebenfalls
bifunktionellen Prodrug.
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Abb. 2.2: Strukturen von GS 4104, GS 4071, GS 4109, GS 4116 und des potentiellen
bifunktionellen Prodrugs von GS 4116

Das ethanolisch veresterte A-Hydroxyguanidinderivat von Zanamivir sollte in der
Folge im Rahmen einer Bioverfligbarkeitsstudie untersucht werden, ob mit dieser
Verbindung das angestrebte Ziel eines oralen Zanamivirs erreicht worden ist.
Abbildung 2.3 stellt die mdgliche Bioaktivierung des bifunktionellen Prodrugs von
Zanamivir zu dem aktiven Metaboliten dar und Abbildung 2.4 zeigt die mdgliche
Biotransformation des bifunktionellen Prodrugs von GS 4116.
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Abb. 2.3: Mogliche Biotransformation des bifunktionellen Prodrugs von Zanamivir
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Abb. 2.4: Mogliche Biotransformation des bifunktionellen Prodrugs von GS 4116
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3 SYNTHESEN

3.1 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-4-( N *-hydroxyguanidino)-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaureethylester
(11) als bifunktionelles Prodrug von Zanamivir

Vor dem Hintergrund, eine orale Bioverfligbarkeit des pulmonal Uber einen
Pulverinhalator zu applizierenden Neuraminidaseinhibitors Zanamivir (Relenza) zu
erreichen (siehe Kap. 2), sollte ein bifunktionelles Prodrug von Zanamivir
synthetisiert werden.

3.1.1 Synthesestrategie

Die Synthese konnte, abgesehen vom letzten Schritt, in dem die enthaltene
Carbonsaure in einen Ethylester {berfihrt werden sollte, ausgehend von
M-Acetylneuraminsaure 1a nach Vorschriften von von Itzstein et a/ (1993, 1994) und
von Chandler et al/ (1995) durchgeflihrt werden. Die Methoden wurden teilweise
kombiniert und gegeneinander ausgetauscht, um die Synthesestrategie in die Praxis
umsetzen zu koénnen. Die Synthesen der einzelnen Intermediate werden im
Folgenden einzeln diskutiert. Ein Uberblick iiber die Strukturen der genannten und
bezifferten Syntheseintermediate und Produkte der mehrstufigen Synthese findet sich
in der Strukturformelsammlung.

Zunachst war geplant, die kdufliche AAcetylneuraminsaure l1la methanolisch zu
verestern, den A~Acetylneuraminsauremethylester 1b mit Hilfe von Acetanhydrid
unter 4-Dimethylaminopyridinkatalyse zum vollacetylierten Intermediat, Pyran 2a,
umzusetzen und das so geschiitzte Produkt in einer Cyclisierungsreaktion in das
Oxazolin 2b zu Uberfiihren. In dieses wird mit Trimethylsilylazid unter Ring6ffnung
eine Azidofunktion eingeflihnrt und das so erhaltene geschiitzte Azid 3 nach
Desacetylierung mit Hilfe eines Lindlarkatalysators zum Aminester 5 hydriert. Der
Aminester 5 kann dann mit Bromcyan in den entsprechenden Cyanamidester 6
uberfihrt werden, welcher durch Umsetzung mit Hydroxylamin einer Umsetzung in
das bifunktionelle Prodrug 11 zuganglich sein sollte. Diese Planung der Synthese ist
in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1: Syntheseplanung fiir das bifunktionelle Prodrug von Zanamivir in der ersten

Variante
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Diese Syntheseplanung musste variiert werden, da das bifunktionelle Prodrug 11
einer Umsetzung des Cyanamidesters 6 mit Hydroxylamin wegen einer
Hydroxamsaurebildung des Methylesters nicht zuganglich war. In der gednderten
Variante konnte das geschiitzte Azid 3 zuerst zum geschiitzten Aminester 7 hydriert
werden, welches dann mittels einer Desacetylierungsreaktion und einer
Esterhydrolyse in das Amin 8 mit freier Carbonsaurefunktion Uberflihrt werden sollte.
Dieses wiirde dann wiederum in das Cyanamid 9 Uberflihrt werden kdnnen, das mit
Hydroxylamin in das entsprechende A~Hydroxyguanidin 10 umgewandelt werden
kann, wobei die Gefahr einer Hydroxamsaurebildung geringer sein sollte. Das
M-Hydroxyguanidin 10 wirde im letzten Schritt ethanolisch verestert werden. Diese
Variante ist in Abbildung 3.2 visualisiert.

AuBerdem sollte unabhdngig davon der Metabolit, Guanidin 12b, durch direkte
ethanolische Veresterung von Zanamivir synthetisiert werden. Auf die einzelnen
Synthesen wird im Folgenden detailliert eingegangen.
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Der Nachweis der Identitdt und Reinheit erfolgte mit den (blichen
Charakterisierungsmethoden. Von den literaturbekannten Intermediaten wurden nur
'H-NMR-Spektren aufgenommen und, soweit mdglich, Schmelzpunkte gemessen.
13C-NMR-Spektren wurden zusétzlich von neuen Verbindungen aufgenommen. Dies
gilt ebenfalls fir die Durchfiihrung von Elementaranalysen oder den Nachweis mittels
hochauflésender Masse. IR-Spektren wurden bei den Cyanamiden aufgenommen, um
die CN-Bande nachzuweisen. Weiterhin wurden Massenspektren der Verbindungen 8,
9 und 10 aufgenommen, um den Verlauf der zweiten Synthesestrategie zu
verfolgen. Die Daten stimmten mit den in der Literatur angegebenen Werten Uberein.

3.1.2 Synthese von 5-Acetamido-3,5-dideoxy-bp-g/ycero-
B-D-galacto-2-nonulosonsauremethylester (1b)

Im ersten Schritt der Synthese wurde die Carbonsaurefunktion der
MAcetylneuraminsaure 1a nach Chandler et a/ (1995) methanolisch verestert. Diese
Synthese von Methylester 1b zeigt Abbildung 3.3.

OH OH
OH OH
HO HO
O>\ N Q. OH Methanol/HCl O>\ N O OoH
ho COOH 50°C/3h Ho M COOCH,
HO HO
1a 1b

Abb. 3.3: Synthese des Methylesters 1b aus N-Acetylneuraminséaure nach Chandler et al.
(1995)

Der eigentlich nur als Schutzgruppe gedachte Methylester, der bei Chandler et al.
(1995) in einem spateren Schritt wieder gespalten wird, sollte in der urspriinglichen
Planung bis zum letzten Syntheseschritt erhalten bleiben und dann in einer
Umesterung in einen Ethylester Gberflihrt werden (siehe Kap. 3.1.1).
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3.1.3 Synthese von 4,7a-Dihydro-2-methyl-
4-(1,2,3-triacetoxypropyl)3aH-pyrano[4,5-d]
[1,3]oxazol-6-carbonsauremethylester (2b)

Bei der Umsetzung vom Methylester 1b zu dem flir die Synthese von Oxazolin 2b
bendtigten vollacetylierten Intermediat, Pyran 2a, wurde die Methode von Chandler
et al (1995) angewendet, die einfach durchzufiihren war und gute Ausbeuten
brachte. Die Synthese wird in Abbildung 3.4 gezeigt.

OH OCOCH,
OH OCOCH,
HO H,COCO
Acetanhydrid/
O>~N O  oH 4DMAP 0>\;N O 0CocCH,
Ho 1 COOCH,  20°C/24h ho COOCH,
HO H,COCO
ib 2a

Abb. 3.4: Synthese des vollacetylierten Intermediates 2a als Zwischenprodukt fiir die
Synthese des Oxazolins 2b nach Chandler et al. (1995)

Die Weiterreaktion von Pyran 2a zum Oxazolin 2b erfolgte mit dem nicht naher
charakterisierten Zwischenprodukt (Chandler et al, 1995), leicht variiert durch
Arbeiten bei héherer Umsetzungstemperatur und mit kiirzerer Reaktionszeit nach der
Methode von von Itzstein et al (1993) mit Bortrifluoriddiethyletherat (siehe
Abbildung 3.5). Bei Chandler et al/ (1995) wurde die Synthese durch
Trimethylsilytrifluormethansulfonat katalysiert. Versuche mit dieser Methode zeigten,
dass zwar ebenfalls das gewlinschte Produkt entstand, das Rohprodukt jedoch auch
ein Nebenprodukt enthielt und sich das Oxazolin 2b nicht kristallisieren lieB. Dies
gelang erst nach der Gewinnung von Kristallisationskeimen nach mehrfacher
Aufreinigung des Rohproduktes mittels Flashchromatographie. Die Ausbeuten waren
jedoch niedriger als bei der Methode von von Itzstein et al (1993). Kristallisation des
zunachst harzférmigen Rohproduktes nach Chandler et a/ (1995) war erfolgreich.
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OCOCH,
OCOCH,
H3COCO
(0] (0]
\ OCOCH, BF ® Et,0
H3C H COOCH3 55°C/7 h
H,COCO
2a 2b

Abb. 3.5: Synthese des Oxazolins 2b aus dem vollacetylierten Intermediat 2a nach von
Itzstein et al. (1993)

3.1.4 Synthese von 5-Acetamido-7,8,9-tri- O-acetyl-
2,6-anhydro-4-azido-3,4,5-trideoxy-bp-g/ycero-
D-galacto-non-2-ensauremethylester (3)

Die Umsetzung von Edukten mit Aziden wie Lithiumazid oder Trimethylsilylazid ist
eine gangige synthetische Methode, um einen Stickstoff in ein Molekiil einzufltihren.
Bei von Itzstein et al (1993) sind beide Mdglichkeiten beschrieben, wobei
Trimethylsilylazid gegenliber Lithiumazid geringere Ausbeuten lieferte, jedoch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit flir die Synthese des geschiitzten Azids 3 aufgrund
des niedrigeren Gefahrenpotentials bevorzugt wurde. Die Umsetzung findet sich in
Abbildung 3.6. Die Einfuhrung der Azidfunktion auf diesem Weg wird als
stereoselektiv fur die Synthese von am C-4 substituierten Sialinsdureanaloga
beschrieben. Dies ist von Relevanz, da der stereospezifische Verlauf der Synthesen
im Rahmen dieser Arbeit ansonsten nicht kontrolliert werden konnte und die
Ring6ffnung des Oxazolins 2b beim nucleophilen Angriff des Azids als kritisch
anzusehen ist. Nach von Itzstein et al. (1993) verlauft die Synthese stereospezifisch.
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OCOCH,
OCOCH,
H,COCO
Me,Si-Azid Q o0 P
80°C/5h H,C OMe
N3
2b 3

Abb. 3.6: Synthese des acetylierten Azids 3 nach von Itzstein et al. (1993)

3.1.5 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-4-azido-
3,4,5-trideoxy-p-gl/ycero-b-galacto-
non-2-ensauremethylester (4)

Um das Azid 4 zu erhalten, erfolgte die Hydrolyse der Acetylgruppen von Azid 3 nach
Chandler et al. (1995) im alkalischen Medium mit Natriummethoxid. Bei Chandler et
al. (1995) wird in einem zweiten Schritt der Methylester durch Uberfiihrung in das
Triethylammoniumsalz der Saure mittels Umsetzung mit Triethylamin gespalten und
dieses anschlieBend durch Ionenaustausch in die freie Saure Gberflihrt. Dieser zweite
Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt, da zunachst geplant
war, den Methylester in der Struktur zu erhalten und erst im letzten Schritt der
Synthese durch Umesterung in einen Ethylester zu lberflihren (siehe Kap. 3.1.1). In
Abbildung 3.7 ist die Abspaltung der Acetylgruppen vom acetylierten Methylester 3
dargestellt.

OCOCH, OH
0COCH, OH
H,COCO HO
O>;N o 0 NaOCH, o>~N o 0
HC 7 ome 0°C25n -y H 7 ome
N4 N
3 4

Abb. 3.7: Synthese des desacetylierten Azids 4 nach Chandler et al. (1995)
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3.1.6 Synthese von 5-Acetamido-4-amino-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-b-gl/ycero-b-galacto-
non-2-ensauremethylester (5)

Flir die Hydrierung des Azids 4 zum entsprechenden Aminester 5 wurde der von
Chandler et al. (1995) verwendete Lindlarkatalysator in wassriger Losung unter den
von von Itzstein et al. (1994) angegebenen Reaktionsbedingungen eingesetzt. Bei
dem von von Itzstein et al. (1994) verwendeten Katalysator handelte es sich um Pd-
C (10 %). Bei Verwendung dieses Palladium-Katalysators konnte als unerwiinschte
Nebenreaktion laut von Itzstein et al. (1994) eine Hydrierung der Doppelbindung
auftreten, was zum gesattigten Analogon gefiihrt hatte. Da dies bei der
durchgefiihrten Reduktion unter atmospharischem Druck bei Raumtemperatur bereits
der Fall war und somit das Ziel, das Amin mit intakter Doppelbindung zu
synthetisieren, mit der angegebenen Methode nicht erreicht werden konnte, wurden
die Reaktionsbedingungen zwar beibehalten Pd-C (10 %) jedoch durch den
Lindlarkatalysator ersetzt. Die Reaktionszeit musste hierbei bis zur vollstdndigen
Umsetzung nur leicht verlangert werden. Die Hydrierung der Doppelbindung trat hier
nicht auf. Eine Darstellung der Hydrierungsreaktion zeigt Abbildung 3.8.

OH OH
OH OH
HO HO
o) o) 0 Lindlar- o) o) o)
>~N p katalysator/H, >~N p
HC OMe 20°C/2h he M OMe
N3 H,N
4 5

Abb. 3.8: Synthese des Amins 5 nach Chandler et al. (1995) und von Itzstein et al. (1994)

3.1.7 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-
4-cyanamino-3,4,5-trideoxy-p-g/ycero-
D-galacto-non-2-ensauremethylester (6)

Der Unterschied zur Literatursynthese von Chandler et a/. (1995) besteht darin, dass
bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Synthese die Carboxylfunktion nach
wie vor verestert vorliegt. Demzufolge war nicht zu erwarten, alle Syntheseparameter
ubernehmen zu kénnen.
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Die eigentliche Umsetzung des Aminesters 5 zum Cyanamidester 6 verlief zwar -
abgesehen von geringerer Reaktionszeit - analog; die angegebene Methode, nach
Beendigung der Synthese das Produkt durch Loésen in Methanol und Zutropfen von
Isopropanol von Natriumacetatiiberschuss zu befreien, resultierte jedoch in einer
unzureichenden Aufreinigung des Produktes. Daher wurde die Aufreinigung mittels
MPLC erforderlich, die zu einem zufrieden stellenden Ergebnis flihrte. Die Synthese
wird in Abbildung 3.9 gezeigt.

OH OH
OH OH
HO HO
0 0 0 , 0 0 0
BrCN/Natriumacetat
I . - >y
He M OMe 20°C/3h H,C OMe
H,N NCHN
5 6

Abb. 3.9: Synthese des Cyanamids 6 variiert nach Chandler et al. (1995)

3.1.8 Synthese von 5-Acetamido-7,8,9-tri- O-acetyl-4-amino-
2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-b-g/ycero-p-galacto-
non-2-ensauremethylester (7)

Da die zunachst angestrebte Synthesestrategie (siehe Kap. 3.1.1) letztendlich nicht
zum Erfolg flihrte, wurde sie geandert. Das acetylierte Azid 3 wurde nicht wie bei
Chandler et al (1995) zuerst desacetyliert und dann hydriert, sondern erst zum
geschitzten Aminester 7 hydriert. In folgenden Schritten wurden die Acetylgruppen
sowie der Ester gespalten (siehe Kap. 3.1.9). Die Hydrierung konnte wie bei der
Synthese des Aminesters 5 (siehe Kap. 3.1.6) variiert nach von Itzstein et al. (1994)
und Chandler et al. (1995) durchgeflihrt werden. In der angegebenen Vorschrift von
von Itzstein ef al (1994) wurde, wie in Kap. 3.1.6 bereits erwahnt, fir die
Hydrierung bei Raumtemperatur unter Normdruck in methanolischer Lésung Pd-C
(10 %) als Katalysator verwendet. Aus der Hydrierung vom Azid 4 zum Aminester 5
war bekannt, dass bei diesen Reaktionsbedingungen Uberreduktion auftritt und die
im Molekiil enthaltene Doppelbindung hydriert wird.
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Diese Problematik konnte umgangen werden, indem auch bei dieser Reduktion
Lindlarkatalysator verwendet wurde, wie in der Vorschrift von Chandler et al. (1995)
angegeben. Abbildung 3.10 stellt die Hydrierung dar.

OCOCH, OCOCH,
OCOCH, OCOCH,
H,COCO H,COCO
Lindlar-
O>\‘; N Q O katalysator/ H, O>\‘; N O O
HC 7 ove 20 °C/2h he M A
N4 H,N
3 7

Abb. 3.10: Synthese des vollacetylierten Amins 7 variiert nach Chandler et al. (1995) und
von Itzstein et al. (1994)

Im Unterschied zur Reduktion des Azids 4 zum Aminester 5 musste bei dieser
Umsetzung jedoch das bei von Itzstein et al (1994) angegebene Ldsungsmittel
Methanol verwendet werden, da eine ausreichende Léslichkeit von Azid 3 in Wasser
nicht gegeben war. Eine Uberhydrierung mit Verlust der Doppelbindung trat nicht
auf.

3.1.9 Synthese von 5-Acetamido-4-amino-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-Dp-gl/ycero-b-galacto-non-2-ensaure (8)

Da die zunachst angestrebte Synthesefolge dahingehend umgestellt werden musste,
dass die Carbonsdure beim letzten Schritt der Uberfiihrung in das gewiinschte
MHydroxyguanidin ~ unverestert  vorliegen  musste, wurden in  dieser
Zwei-Stufen-Synthese, variiert nach von Itzstein et al (1994), zunachst die
Acetylgruppen des geschiitzten Amins 7 abgespalten und dann der Ester alkalisch
hydrolysiert. Hier fand zunachst Amberlite IRA-400 (OH’) als basischer
Anionenaustauscher flir die alkalische Abspaltung der Acetylgruppen Anwendung; der
Methylester von Amin 5 wurde dabei noch nicht gespalten. Die Spaltung wurde im
Folgenden in natronalkalischer Lésung durchgefiihrt und so das Natriumsalz der
Saure erhalten. Bei von Itzstein et al (1994) wurde der pH-Wert dann mit Dowex-
50W x 8 (H"), einem sauren Kationentauscher, auf einen neutralen Wert eingestellt.
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Um die freie Sdure des Amins 8 zu erhalten, wurde in der diskutierten Synthese ein
pH-Wert von 3-4 eingestellt, um das Natriumsalz in die freie Saure zu umzuwandeln.
Diese Vorgdnge werden in Abbildung 3.11 verdeutlicht.

OCOCH, OH
OCOCH, OH
H,COCO —_— HO
mberilite
? \ N IRA-400 (OH) ° \ N
— . >\ /
He 7 ome 20°C/3,5h hco M OMe
H,N H,N
7 5

20°C/2h/ 1. NaOH
2. Dowex-50W x 8 (H*)

OH
OH
HO
0 Q
Hn COOH
He /
HN
s

Abb. 3.11: Zwei-Stufen-Synthese des Amins 8 iiber das desacetylierte Intermediat 5
variiert nach von Itzstein et al. (1994)

3.1.10 5-Acetamido-2,6-anhydro-4-cyanamino-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaure (9)

Die in Abbildung 3.12 schematisierte Synthese des Cyanamids 9, sowie die
Aufreinigung des Produktes wurden - abgesehen von der Einhaltung einer langeren
Reaktionszeit - von Chandler et a/ (1995) Gibernommen.
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OH OH
OH OH
HO HO
0 0 0 0
BrCN/Natri tat
>~N )—COOH rC2 (: z ::”;ace at >\—N )—COOH
he M / He M
HN NCHN
8 9

Abb. 3.12: Synthese des Cyanamids 9 nach Chandler et al. (1995)

3.1.11 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
4-( N 3-hydroxyguanidino)-b-g/ycero-b-galacto-
non-2-ensaure (10)

In der Vorschrift von Chandler et a/ (1995) wurde das in der Umsetzung von
Cyanamid 9 zu AM-Hydroxyguanidin 10 als Nucleophil agierende Hydroxylamin in
einer methanolischen Losung von Natriumcarbonat und Hydroxylaminhydrochlorid /n
situ als freie Base generiert. Dieses war bei der vorliegenden Arbeit nicht nétig, da
Hydroxylamin als freie Base durch Gewinnung nach Steudel und Schenk (1975)
kristallin zur Verfiigung stand und direkt in Methanol gelést zugetropft werden
konnte. Dieser Syntheseschritt findet sich in Abbildung 3.13 wieder.

OH OH
OH OH
HO HO
Q 0 H,NOH Q 0
N / COOH S - >‘H / COOH
H3C H 20°C/1 h H3C
NCHN HN
/>7NH2
N
o
HO
9 10

Abb. 3.13: Synthese des N-Hydroxyguanidins 10 variiert nach Chandler et al. (1995)
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3.1.12 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
4-( N 3-hydroxyguanidino)-b-g/ycero-b-galacto-
non-2-ensaureethylester (11)

Wie in Kap. 3.1.1 erwdhnt, war zundchst geplant, die Endverbindung, das
bifunktionelle Prodrug 11, durch Uberfilhrung des methanolisch veresterten
Cyanamids 6 in das entsprechende A-Hydroxyguanidin durch Umsetzung mit
Hydroxylamin und anschlieBender Umesterung darzustellen. Auf diesem Weg konnte
das gewinschte Ergebnis jedoch nicht erzielt werden. Grund hierflir war unter
anderem die mangelnde Stabilitat des Methylesters bei der Reaktion mit
Hydroxylamin unter Hydroxamsdurebildung. Der Ester konnte NMR-spektroskopisch
nicht mehr nachgewiesen werden. Abbildung 3.14 verdeutlicht diesen Sachverhalt.
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Abb. 3.14: Umsetzungsversuch von Cyanamid 6 mit Hydroxylamin zum gewiinschten
Endprodukt 11

Da eine Riickiberfihrung der Hydroxamsadure in den gewinschten Ethylester
praparativ nicht zuganglich war, musste eine alternative Methode fiir die Synthese
des AMHydroxyguanidins mit Ethylesterstruktur gefunden werden. Da bei der
Umsetzung des Cyanamids mit Hydroxylamin die Carboxylfunktion unverestert sein
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musste, um unerwiinschte Nebenreaktionen zu vermeiden, sollte zunachst die
Struktur des Molekiils bis zum unveresterten M-Hydroxyguanidin aufgebaut werden
und die Veresterung erst im Anschluss folgen. Diese Methode war ebenfalls kritisch,
da bericksichtigt werden musste, dass im Molekil vier ungeschitzte
Hydroxylgruppen vorliegen, die bei einer Veresterung stabil bleiben sollten. Eine
vielversprechende Mdoglichkeit war die Umsetzung mit Chlortrimethylsilan in Ethanol
unter milden Bedingungen (siehe Abbildung 3.15). Dieses Reagenz fungiert als
saurer Katalysator sowie dehydratisierende Komponente (Brook und Chan, 1983),
kann auch bei ungeschiitzt vorliegenden alkoholischen Funktionen angewendet
werden und sollte auch in Gegenwart einer A-Hydroxy-Gruppe ablaufen kénnen.

OH OH
OH OH
HO . HO
>~N p COOH Ethanol >~N p
e 50°C/6h He OC,H,
HN HN
)—NH, N,
N N
« o
HO HO
10 11

Abb. 3.15: Synthese des bifunktionellen Prodrugs von Zanamivir 11 durch ethanolische
Veresterung von Cyanamid 10 nach einer Methode von Brook und Chan (1983)

Den von Brook und Chan (1983) postulierten Mechanismus fiir die ethanolische
Veresterung des MHydroxyguanidins 10 zeigt Abbildung 3.16. Hiernach greift das
freie Elektronenpaar der OH-Gruppe der Carbonsaurefunktion in einer nucleophilen
Substitutionsreaktion am Siliciumatom des Chlortrimethylsilans an, wobei ein
Aquivalent HCI entsteht. Der gleichzeitig als Lésungsmittel fungierende Alkohol kann
nun unter saurer Katalyse wiederum als Nucleophil an der Carbonylfunktion der
aktivierten Carbonsaurefunktion angreifen und in einer Additions-Eliminations-
Reaktion letztlich Trimethylsilylhydroxid als Abgangsgruppe austreten lassen. Dieses
kann mit einem weiteren Molekil Chlortrimethylsilan reagieren, wobei erneut ein
Aquivalent Salzsiure entsteht.
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Abb. 3.16: Postulierter Mechanismus fiir die Veresterung von Carbonsduren mit
Chlortrimethylsilan nach Brook und Chan (1983)

Ein besonderes Problem bei der Synthese des bifunktionellen Prodrugs 11 stellte die
Aufreinigung dar. Umkristallisationsversuche mit verschiedenen Lésungsmitteln wie
Dichlormethan, Diethylether oder verschiedenen Alkoholen erwiesen sich als nicht
erfolgreich, da die Verbindung entweder nicht I6slich war oder der Versuch mit der
Zersetzung des Produktes endete. Aus dem gleichen Grund waren Versuche, die
Verbindung mit lipophilen Ldsungsmitteln auszuschitteln, um so einen
Aufreinigungseffekt zu erzielen, nicht erfolgreich. Auch Desolvatationsversuche durch
Ausfallen der Substanz aus verschiedenen alkoholischen Losungen erbrachten keinen
Vorteil, da hiermit kein Reinigungseffekt erzielt werden konnte. Eine vielfach
durchgefiihrte Methode zur Isolation von organischen Basen ist die Fallung als
Hydrochlorid durch Zugabe von HCI zu einer Ldsung der Substanz. In
Lésungsmitteln, die flir eine solche Durchflihrung geeignet sind wie Dichlormethan,
Dioxan oder Diethylether, ist die Verbindung unléslich. Bei Verwendung von
Alkoholen war kein Ausfallen eines Hydrochlorids zu erzielen. Dies wurde durch
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Zugabe von konzentrierter und verdinnter HCl, Zugabe von ethanolischer HCl zu
alkoholischen Lésungen und direktes Einleiten von HCI-Gas versucht. Auch diese
Prozeduren fihrten nicht zum gewilnschten Ergebnis.

Die Durchflihrung einer Saulenchromatographie mit Kieselgel als Normalphase wurde
mit Schwerkraftsaule und MPLC versucht. Limitiert wurde dies schon durch die
wenigen FlieBmittel, die in der Lage waren, eine Elution zu erzielen, wie zum Beispiel
THF im Gemisch mit Alkoholen. Diese Chromatographieversuche endeten jedoch mit
der Zersetzung des Produktes. Deswegen wurde versucht, eine Aufreinigung mittels
Schwerkraftsdule auf einer Umkehrphase mit silanisiertem Kieselgel zu erzielen. Auch
hier konnte das Produkt nicht isoliert werden. Letztendlich wurde die Aufreinigung
des Syntheserohproduktes mittels praparativer HPLC auf einer RP-18-Phase
durchgefuhrt. Als FlieBmittel diente agua bidest., da aufgrund der hohen Hydrophilie
des bifunktionellen Prodrugs 11 die Elutionskraft mdglichst gering gehalten werden
musste, um eine ausreichend hohe Retentionszeit zu erreichen. Saure Zusatze wie
Trifluoressigsaure fiihrten zu einer Zersetzung des Produktes und konnten deswegen
nicht verwendet werden. Die gesammelten Fraktionen wurden durch
Gefriertrocknung einkonzentriert. Das so erhaltene Endprodukt wies einen
verminderten Gehalt an der gewiinscheten organischen Verbindung auf, so dass die
mehrfach durchgefiihrte Elementaranalyse nicht stimmte. Aus NMR- und HPLC-Daten
war ersichtlich, dass keine weiteren organischen Verunreinigungen enthalten waren.
Das Produkt hatte stark hygroskopischen Charakter.

Bezogen auf den prozentualen Anteil an Stickstoff im Molekiil betrug der Gehalt der
erhaltenen Substanz laut Elementaranalyse 60 %. Erklarungsansatze hierfir kdnnten
innerhalb der Syntheseschritte sowie durch die angewendete Aufreinigungsmethode
begriindet werden. Bei der mit verdlnnter wassriger NaOH durchgeflihrten
Esterhydrolyse des Aminesters 5 zur freien Carbonsaure 8 ist nicht auszuschlieBen,
dass das Produkt noch Natrium enthalt. Weiterhin war im letzten Reaktionsschritt der
ethanolischen Veresterung der Carbonsaure 10 zum Ethylester 11 durch Umsetzung
mit Chlotrimethylsilan ein Uberschuss HCI im Reaktionsansatz enthalten,so dass sich
NaCl gebildet haben kann, welches durch die Aufreinigung mittels praparativer HPLC
mit einer C 18-Saule nicht entfernt werden konnte. Um dies nachzuweisen, wurde
eine quantitative Na*-Bestimmung mittels AAS durchgefiihrt. Die Bestimmung ergab
einen Natriumgehalt von 3,6 %, was einem Natriumchloridgehalt von 10 %
entspricht. Dadurch ist der reduzierte Gehalt teilweise zu erkldren. Weiterhin ist
moglich, dass aufgrund der Aufreinigung Uber HPLC mit agua bidest. als FlieBmittel
Wasser in der Substanz enthalten sein kdnnte. Aufgrund der geringen verfligbaren
Menge der Substanz war eine quantitative Wasserbestimmung Uber
Karl-Fischer-Titration nicht mit ausreichender Genauigkeit durchfihrbar.
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Ersatzweise wurde eine Wasserbestimmung iiber 'H-NMR in Doppelbestimmung
durchgefiihrt, die einen hohen Wassergehalt der Probe ergab. Der so bestimmte
Wassergehalt lag im Mittel bei 68,38 %. Die HPLC-Reinheit betrug bezogen auf die
Integrationsflache ansonsten 96 %. Die Diskrepanz zwischen diesen beiden Angaben
ist durch anorganische Verunreinigungen wie NaCl zu erklaren, die mit UV-Detektion
nicht erkannt werden kénnen.

3.1.13 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-4-guanidino-b-g/ycero-
D-galacto-non-2-ensaureethylester (12b)

Die fir die Endverbindung 11 verwendete Methode nach Brook und Chan (1983)
konnte ebenfalls flir die direkte Veresterung von Zanamivir zum Zanamivirethylester
12b unter den gleichen Reaktionsbedingungen genutzt werden. Auch die Tatsache,
dass das Edukt als Hydrat vorlag, hatte keinen negativen Einfluss auf die Umsetzung,
obwohl das Wasser wahrend der Synthese nicht abgeschieden wurde. Die
Veresterung von Zanamivir mit Chlortrimethylsilan ist in Abbildung 3.17 dargestellt.

OH OH
OH OH
HO HO
o o (CH,),SiCl/ o o o
>~N b COOH Etha:ol - %H p
He M 20°c/oh H,C OC,H,
HN HN
NH, >/~*NH2
HN HN
12a 12b

Abb. 3.17: Synthese von Zanamivirethylester 12b nach einer Methode von Brook und
Chan (1983)
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3.2 Synthese von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-( N 3-hydroxyguanidino)-3-(pent-3-yloxy)-
1-cyclohexen-1-carbonsaureethylester als
bifunktionelles Prodrug von GS 4116 (15)

Aufgrund der in Kap. 2 diskutierten Ergebnisse von Li et a/ (1998) und Kim et al.
(1997, 1998) sollte ein A~Hydroxyguanidinanalogon von Oseltamivir synthetisiert
werden, welches zusammen mit dem vorliegenden Ethylester die Funktion eines
bifunktionellen Prodrugs erfiillen soll.

3.2.1 Synthesestrategie

Die Synthese sollte in einer Zweistufensynthese ausgehend von Oseltamivir erfolgen.
Die Strukturen der im Folgenden diskutierten und mit Nummern versehenen
Intermediate und Syntheseprodukte finden sich auch in der Strukturformelsammlung.

Da der Arzneistoff Oseltamivir als Ausgangsprodukt fiir die Synthese dienen sollte
und dieser nicht beschafft werden konnte, musste zunachst die freie Base 13 aus
dem Fertigarzneimittel Tamiflu isoliert werden, in dem die Substanz als
Phosphorsauresalz vorliegt. Diese sollte dann durch Umsetzung mit Bromcyan in das
Cyanamid 14 Uberflihrt werden, aus dem mittels Verwendung von Hydroxylamin als
Nucleophil das bifunktionelle Prodrug 15 synthetisch zuganglich sein sollte.
Abbildung 3.18 gibt einen Uberblick {iber diese Synthesestrategie.
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Abb. 3.18: Syntheseplanung fiir das bifunktionelle Prodrug von GS 4116

3.2.2 Gewinnung von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-amino-3-(pent-3-yloxy)-1-cyclohexen-
1-carbonsaureethylester (13)

Die Gewinnung der Oseltamivir-Base 13 erfolgte durch Extraktion aus dem

Fertigarzneimittel Tamiflu (12 mg/ml Pulver zur Herstellung einer Suspension zum
Einnehmen), in dem der Arzneistoff als Phosphat vorliegt.

3.2.3 Synthese von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-cyanamino-3-(pent-3-yloxy)-1-cyclohexen-
1-carbonsaureethylester (14)

Mit der Oseltamivir-Base 13 erfolgte die Umsetzung zum Cyanamid 14 nach einer
Methode von Chandler et a/. (1995). Die schon flir die Synthese des Cyanamids 9 im
Rahmen der Synthese eines bifunktionellen Prodrugs von Zanamivir verwendete
Methode konnte durch Verwendung eines geeigneten Ldsungsmittels und einer
anderen Aufreinigungsmethode auf das Cyanamid 14 (bertragen werden. Die
Umsetzung ist in Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abb. 3.19: Synthese von Cyanamid 14 aus der Oseltamivir-Base nach einer Methode von
Chandler et al. (1995)

3.2.4 Synthese von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-( NV 3-hydroxyguanidino)-3-(pent-3-yloxy)-
1-cyclohexen-1-carbonsaureethylester (15)

Eine gangige und gut funktionierende Methode flir die Synthese von Amidoximen aus
Nitrilen sowie A-Hydroxyguanidinen aus Cyanamiden ist die direkte Umsetzung mit
Hydroxylamin-Base in Dioxan oder anderen polaren Lésungsmitteln wie Methanol.
Die Reaktion verlauft sehr schnell und wesentlich effektiver als bei der Verwendung
von Hydroxylaminhydrochlorid. Die Umsetzung des Cyanamids 14 zum gew(inschten
bifunktionellen Prodrug 15 war auch mit dieser Methode erfolgreich. Eine theoretisch
mogliche Hydroxamsaurebildung als Nebenreaktion durch Reaktion von Hydroxylamin
mit der enthaltenen Ethylesterstruktur war nicht zu beobachten. Die Synthese ist in
Abbildung 3.20 schematisiert.

Q 0
° OC,H, HNOH ° OC,H,

0 H 20 °C/25 min OYH
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CH, cH, Ty
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Abb. 3.20: Synthese des N-Hydroxyguanidinderivates 15 von Oseltamivir
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3.2.5 Synthese von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-guanidino-3-(pent-3-yloxy)-1-cyclohexen-
1-carbonsaureethylester (16)

Da die Bioaktivierung des bifunktionellen Prodrugs 15 neben einer Esterhydrolyse
durch Esterasen auch eine Bioreduktion an dem die Hydroxylgruppe tragenden
Stickstoff zum korrespondierenden Guanidin beinhaltet, wurde der mdgliche
Metabolit, das literaturbekannte Guanidin 16 (Kim et al, 1997,1998; Li et al., 1998)
(siche Kap. 2) ebenfalls dargestellt, um es gegebenenfalls bei spateren
Biotransformationsstudien als Referenz flir HPLC-Analytik einsetzen zu koénnen. Bei
der Guanidierung der Aminofunktion von Oseltamivir wurde zunachst versucht, durch
eine Umsetzung mit SMethylisothioharnstoff nach Gross et al, (1994) zum
gewlnschten Produkt zu gelangen. Weil es mit diesem Guanidierungsreagenz zu
keiner Umsetzung kam, wurden weitere Guanidierungsversuche mit kauflich zu
erwerbender Aminoiminomethansulfinsaure durchgefiihrt, bei denen es ebenfalls zu
keiner Umsetzung kam.

Nach Kim et al (1988) sind HSOs-Ionen bessere Abgangsgruppen als
Alkylmercaptan-Anionen. Daher wurden weitere Versuche unternommen, die
Guanidinfunktion mit Aminoiminomethansulfonsaure (AIMSA) einzufihren, mit der
deutlich bessere Ausbeuten als mit Aminoiminomethansulfinsaure zu erzielen sind
(Miller und Bischoff, 1986). AIMSA wurde nach der Vorschrift von Miller und Bischoff
(1986) hergestellt. Auch diese Syntheseversuche fiihrten nicht zum gewilinschten
Produkt. Abbildung 3.21 gibt einen Uberblick iiber die nicht erfolgreichen
Guanidierungsversuche.

/4 o
Ao !
(0] HN
OC,H, YNHZ © OC,H,

O N Ox N
YH NH //// = Y'H HN.__NH

13 SOH 16

/4
V4 -

Abb. 3.21: Guanidierungsversuche zur Synthese von GS 4109
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Die Synthese des Guanidins 16 (GS 4109) konnte erst mit einem universellen
Guanidierungsreagenz fiir Amine, 1H-Pyrazol-1-Carboxamidin-monohydrochlorid,
durch direkte Umsetzung mit der Oseltamivir-Base nach einer Methode von
Bernatowicz et al (1992) erfolgreich durchgefiihrt werden. Abbildung 3.22 zeigt
diese Synthese.

20 °C/72 h

0 f\ NH 0
N
0 <\ Z 0
OC,H, NH, OC,H,
O<__N
YH HN_ _NH

NH

13 16

Abb. 3.22: Synthese des Guanidins 16 (GS 4109) als méglichen Metaboliten des N-
Hydroxyguanidins 15 nach einer Methode von Bernatowicz et al. (1992)

3.3 Zusammenfassung

Die Derivatisierung des Neuraminidasehemmstoffs Zanamivir durch Variation an der
Guanidinstruktur und der Carbonsaurefunktion war erfolgreich. Die Synthese konnte
jedoch nur durch einen vollstdndigen Aufbau des Molekils nach teilweise
modifizierten literaturbekannten Vorschriften erreicht werden, da eine direkte
Uberfiihrung eines Guanidins in ein A-Hydroxyguanidin synthetisch nicht zuganglich
ist. Nachdem eine Synthese unter Erhalt des Methylesters aus in Kap. 3.1.1
genannten  Grinden nicht mdglich war, sollte nach Einfihrung der
M-Hydroxyguanidinfunktion die Carbonsdaure erst im letzten Schritt ethanolisch
verestert werden, um so das bifunktionelle Prodrug zu erhalten. Als besonders
schwierig erwies sich die Aufreinigung des Endproduktes. Die Identitét und die
elementare Zusammensetzung konnten jedoch durch Analysemethoden wie NMR
sowie hochauflésende ESI-ICR-Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Die in
zwei Schritten durchgeflihrte Synthese des AHydroxyguanidinderivates von
Oseltamivir konnte ebenfalls mit ahnlicher Synthesestrategie Uber die Umsetzung
eines Amins zum Cyanamid und schlieBlich zum gewlinschten Endprodukt erfolgreich
durchgefuhrt werden.
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Die Identitdt sowie Reinheit des Endproduktes wurde durch entsprechende
Charakterisierungsmethoden nachgewiesen.

3.4 Ausblick

Flir weitere Ergebnisse beziiglich des bifunktionellen Prodrugs von Zanamivir ware es
notwendig, eine geeignetere Aufreinigungsmethode flir das Endprodukt der Synthese
zu finden als die im Rahmen dieser Arbeit verwendete, um zu einem analysenreinen
Endprodukt zu gelangen. Hierbei ware es hilfreich, wenn trotz der hohen Hydrophilie
des Produktes eine Methode gefunden werden konnte, die ohne wassrigen
Bestandteil im  jeweiligen  Aufreinigungsmedium  auskommt, um  eine
Wasseraufnahme der Substanz zu minimieren und auch die Trennung der
Verbindung von anorganischen Bestandteilen wie NaCl zu ermdglichen. Die hohe
Hydrophilie des Syntheseendproduktes wird die Absorption im Gastrointestinaltrakt
bei peroraler Aufnahme in den Ko&rper erheblich beeinflussen und entsprechend
einschranken. Im Hinblick darauf ware es sinnvoll, Derivate mit erhéhter Lipophilie zu
synthetisieren. Erreichen kdnnte man dies mdglicherweise durch Veresterung der
Carbonsaure von A-Hydroxyguanidin 10 mit Alkoholen mit hdherer Lipophilie wie
z. B. Benzylalkohol. Im Rahmen der Synthesearbeiten zum A~Hydroxyguanidinderivat
von Oseltamivir waren die flir biotransformatorische Untersuchungen oder
Bioverfligbarkeitsstudien fehlenden Metaboliten (siehe Abbildung 2.4) zu
synthetisieren. So kdnnten weitere Erkenntnisse bezliglich der Mdglichkeit erlangt
werden, die Bioverfligbarkeit von Arzneistoffen mit Guanidinfunktionen durch
Derivatisierung und Uberfilhrung in A~Hydroxyguanidinderivate zu verbessern.
Uberlegenswert wire zudem, weitere vielversprechende Substanzen mit &hnlichen
Eigenschaften aus dem Bereich der Neuraminidasehemmstoffe synthetisch-
praparativen Abwandlungen zu unterziechen und so mdglicherweise weitere
bifunktionelle Prodrugs zu erhalten. Besonders interessant in dieser Hinsicht konnte
der Neuraminidasehemmstoff Peramivir sein (siehe Kap. 1.1.3.3.3), der ebenfalls
eine Guanidinstruktur sowie eine Carboxylatfunktion aufweist, eine schlechte
Bioverfligbarkeit besitzt und somit beste Voraussetzungen flir die Anwendung der in
der vorliegenden Arbeit zur Anwendung gekommenen Methoden aufweist.

58



EXPERIMENTELLER TEIL DER SYNTHESEN

4 EXPERIMENTELLER TEIL DER SYNTHESEN

4.1 Allgemeine Hinweise

Die flr die Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen verwendeten Gerate
und Materialien, sowie die in Anspruch genommenen Institutionen sind in der
nachfolgenden Liste aufgeftihrt.

Elementaranalysen:
Institut flr Anorganische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

CHNS Analysator der Fa. HEKAtech GmbH

IR-Spektroskopie:
Perkin-Elmer 16 PC FT-IR
Messung als Kaliumbromid-Presslinge

NMR-Spektroskopie:

Kernresonanzspektrometer Bruker ARX 300

'H-NMR:  Messfrequenz: 300.13 MHz

BBC-NMR:  Messfrequenz: 75.47 MHz

Interner Standard: Tetramethylsilan (TMS) oder Ldsungsmittelrestsignal (DMSO-dk:
2,49 ppm), (HDO: 4,80 ppm)

Zur Charakterisierung der Signale werden folgende Abklirzungen verwendet:

S = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, ddd = Dublett eines Dubletts
eines Dubletts, t = Triplett, dt = Dublett eines Tripletts, q = Quartett,
quint = Quintett, m = Multiplett, br = verbreitertes Signal, J= Kopplungskonstante
in Hz, Ar = Aromat

Die Auswertung erfolgt nach den Regeln fir Spektren 1. Ordnung.
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Massenspektrometrie:
Bruker Esquire-LC, Elektrosprayionisierung (ESI); Chemische Ionisation unter
atmospharischem Druck (APCI)

Direkteinlass als Methanol-Wasser-Lésung

Hochauflosende Massenspektrometrie:
Institut fur Analytische Chemie der Universitat Leipzig

Bruker 7 Tesla ESI-FT-ICR BioApex II
Elektrosprayionisierung (ESI), ESI-Quelle der Fa. Agilent

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific, SMP03

Die Angabe der Schmelzpunkte erfolgt unkorrigiert.
Chemikalien:

Alle verwendeten Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben von den
Firmen Merck, Sigma-Aldrich, Fluka und Lancaster bezogen.
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4.2 Synthese von 5-Acetamido-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-4-( NV *-hydroxyguanidino)-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaureethylester (11)

4.2.1 5-Acetamido-3,5-dideoxy-b-g/ycero-B-p-galacto-
2-nonulosonsauremethylester (1b)

OH
OH
HO
0) O OH
-
H,C H COOCH,
HO
1b

Die Synthese des Methylesters 1b erfolgte nach Chandler et a/. (1995). Die fir die
Synthese erforderliche M-Acetylneuraminsdure 1a wurde von der Firma Biosynth AG,
Schweiz in einer synthetischen Qualitdt mit einem Gehalt von Uber 98,5 % und
einem % Wassergehalt bezogen. 100g (0,32 mol) A-Acetylneuraminsdure 1a
werden in 2000 ml Methanol suspendiert und 15 ml einer 2,2-molaren
methanolischen HCl zugegeben. Diese Mischung wird drei Stunden bei 50 °C gerlihrt.
Die entstandene klare Losung wird im Vakuum eingeengt und der Rickstand mit
1000 ml Ethylacetat aufgenommen. Die Mischung wird erneut eingeengt und
wiederum werden 1000 ml Ethylacetat zugegeben. Diese Prozedur wird ein weiteres
Mal durchgefiihrt und zum mittlerweile auskristallisierten Produkt werden noch
einmal 600 ml Ethylacetat zugegeben. Nach zweistlindigem Kiihlen in einer
Eis-Wasser-Mischung, wird das Produkt abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen.
Getrocknet wird das Produkt bei Raumtemperatur an der Luft.
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Ausbeute: 85,0 g (82 %)
Schmelzpunkt: 174 °C (Literatur: 174,2 °C)

'H-NMR (D-0, 300 MHz):

3/ppm = 1.85-1.96 (m, 1H, H-3), 2.04 (s, 3H, 5-NHCOCHj3), 2.31 (dd, 1H, H-3, 3J =
5.5, 18.7 Hz), 3.35 (d, 1H, H-7, 3J = 1.0 Hz), 3.54-3.66 (m, 2H, H-8, H-9), 3.74 (m,
1H, H-9), 3.82 (s, 3H, 2-CO,CHs), 3.92-3.95 (m, 1H, H-5), 4.06-4.09 (m, 2H, H-4,
H-6)

4.2.2 4,7a-Dihydro-2-methyl-4-(1,2,3-triacetoxypropyl)-
3aH-pyrano[4,5-d][1,3]oxazol-
6-carbonsauremethylester (2b)

H,COCO OCOCH,

Das Oxazolin 2b wurde nach von Itzstein et al (1993) und Chandler et a/ (1995)
synthetisiert. 20 g (62,0 mmol) des Methylesters 1b werden nach Chandler et al.
(1995) in 100 ml Pyridin gelést und 200 mg Dimethylaminopyridin (DMAP)
zugegeben. Unter Kihlen auf dem Eisbad und starkem Rihren werden 60 ml
Acetanhydrid Gber einen Zeitraum von 15 min zugetropft und die Mischung 24 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Es folgt das Einengen mittels Rotationsverdampfer im
Vakuum bei 45 °C. Das so erhaltene orangefarbene Ol wird in 100 ml Ethylacetat
geldést und zunachst zweimal mit 40 ml einer zweimolaren Salzsaure, dann dreimal
mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung und in der Folge mit einer
gesattigten Natriumchloridldsung (jeweils 40 ml) gewaschen. Die Lésung wird lber
Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt. Es werden 359 des
acetylierten Zwischenprodukts 2a erhalten.
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OCOCH,
OCOCH,

H,COCO
Q O 0COCH,

N
ho M COOCH,

H,COCO
2a

35 g des Pyrans 2a werden nach von Itzstein et a/ (1993) in 500 ml Dichlormethan
gelést und drei ml Methanol sowie 78 ml Bortrifluoriddiethyletherat hinzu gegeben.
Diese Mischung wird sieben Stunden bei 55 °C geriihrt und dann langsam unter
Rihren auf eine Eis-Wasser-Mischung mit viel Eis, 1000 ml Ethylacetat und 100 g
Natriumcarbonat gegossen. Die wassrige Phase wird mit 1500 ml Ethylacetat
extrahiert und die vereinigten Extrakte mit gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im
Rotationsverdampfer unter Vakuum bei 40 °C entfernt. Die Kristallisation erfolgte
nach Chandler et al. (1995) durch Lésen des Produkts in 20 ml heiBem Isopropanol
und nachfolgender Kiihlung der Lésung im Eisbad.

Ausbeute: 12,0 g (47 %)
Schmelzpunkt: 93 °C (Literatur: 92,1 °C)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 2.01, 2.06, 2.06, 2.15 (s, 12H, 5-NHCOCHs, 7-OCOCHs, 8-OCOCHs,
9-OCOCHj3), 3.44 (dd, 1H, H-6, 3J = 2.6, 10.1 Hz), 3.82 (s, 3H, 2-CO,CHs), 3.96 (br t,
1H, H-5, 3J = 9.3 Hz), 4.23 (dd, 1H, H-9, 3J = 6.4, 13.1 Hz), 4.60 (dd, 1H, H-9,
37=12.6, 12.5 Hz), 4.82 (dd, 1H, H-4, °J = 4.0, 8.6 Hz), 5.45 (ddd, 1H, H-8,
3]=2.6, 6.0, 6.2 Hz), 5.64 (dd, 1H, H-7, 3J = 2.6, 5.9 Hz), 6.39 (d, 1H, H-3,
37=4.0 Hz)
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4.2.3 5-Acetamido-7,8,9-tri- O-acetyl-2,6-anhydro-4-azido-
3,4,5-trideoxy-p-gl/ycero-b-galacto-non-
2-ensauremethylester (3)

OCOCH,
OCOCH,
H,COCO
0 o 0

»n

He 7 ome
N3
3

Das geschitzte Azid 3 wurde nach von Itzstein et al (1993) synthetisiert. 10 g
(24,2 mmol) des Oxazolins 2b werden in 80 ml fert-Butanol geldst und langsam mit
14 ml Trimethylsilylazid versetzt. Die Mischung wird fiinf Stunden bei 80 °C gerlihrt
und danach im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wird in 200 ml
Ethylacetat aufgenommen und mit 100 ml einer 0,01-molaren Salzsaure und
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Die Lésung wird Uber Natriumsulfat getrocknet
und zur Trockne eingeengt. Das Produkt kann als gelbes Ol isoliert werden.

Ausbeute: 10,5 g (94 %)
Schmelzpunkt: 92,5 °C (Literatur: 93,6 °C)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 1.98, 2.01, 2.03, 2.14 (s, 12H, 5-NHCOCHs, 7-OCOCH3, 8-OCOCHs,
9-OCOCH3), 3.81 (s, 3H, 2-CO,CHs), 3.83 (m, 1H, H-5), 4.20 (dd, 1H, H-9, 3J = 6.5,
12.5 Hz), 4.50 (dd, 1H, H-4, °J = 2.5, 8.5 Hz), 4.57 (dd, 1H, H-6, 3J = 2.8, 10.7 Hz),
4.62 (d, 1H, H-9, 3J = 2.8 Hz), 5.34 (m, 1H, H-8), 5.45 (dd, 1H, H-7, >J = 2.5, 5.5
Hz), 5.66 (d, 1H, 5-NHCOCHs, 37 = 8.8 Hz), 5.98 (d, 1H, H-3, 3J = 2.8 Hz)
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4.2.4 5-Acetamido-2,6-anhydro-4-azido-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensauremethylester (4)

OH
OH
HO
0 o 0
-
ho M 7 ome
N3
4

Das desacetylierte Azid 4 wurde nach Chandler et a/ (1995) synthetisiert. Acht g
(17,5 mmol) des geschiitzten Azids 3 werden in 32 ml trockenem Methanol geldst
und 50 mg Natriummethoxid, gelést in finf ml Methanol, werden Ilangsam
hinzugegeben. Unter Stickstoffatmosphdre rihrt der Ansatz bei 20 °C flr
zweieinhalb Stunden. In der Folge wird mit zuvor mit Methanol gewaschenem
Dowex 50 x 8 (H") ein pH-Wert von sieben eingestellt und der Ionenaustauscher
anschlieBend abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Die Filtrate werden bei 40 °C
im Vakuum eingeengt, bis das Losungsmittel fast vollstandig entfernt ist. Dann
werden unter Rihren 30 ml Ethylacetat zugetropft, wobei das Produkt ausfallt. Die
Produktsuspension wird flr weitere zwei Stunden geriihrt und das Produkt durch
Filtration isoliert und getrocknet.

Ausbeute: 4,2 g (73 %)
Schmelzpunkt: 158 °C (Literatur: 157,9 °C)

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 1.91 (s, 3H, 5-NHCOCHs), 3.41-3.43 (m, 2H, H-7, H-9), 3.62-3.64
(m, 2H, H-8, H-9), 3.73 (s, 3H, 2-CO,CHs), 3.96 (m, 1H, H-5), 4.16 (d, 1H, H-6,
37=10.8 Hz), 4.33 (t, 1H, OH, 3J = 5.5 Hz), 4.43 (dd, 1H, H-3, 37 = 2.5, 9.4 Hz),
4,59 (d, 1H, OH, 37 = 6.0 Hz), 4.63 (d, 1H, OH, 3J = 5.2 Hz), 8.30 (d, 1H,
5-NHCOCHs3, *J = 8.5 Hz)
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4.2.5 5-Acetamido-4-amino-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensauremethylester (5)

OH
OH
HO
0 O 0

>~N

He / OMe

HN
5

Der Aminester 5 wurde variiert nach Chandler et al. (1995) und von Itzstein et al.
(1994) synthetisiert. flinf g (11,6 mmol) des Azids 4 werden in 50 ml Wasser geldst
und ein g Lindlarkatalysator wird zugegeben. In die Mischung wird unter starkem
Rlihren zundachst funf Minuten lang Stickstoff eingeleitet und dann die Gaszufuhr auf
Wasserstoff umgestellt. Dieses wird flir 150 Minuten bei Normdruck und
Raumtemperatur unter Rihren in den Ansatz eingeleitet. Dann wird der Katalysator
abfiltriert, der Filter mit Wasser gewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum
bei 60 °C eingeengt. Das Produkt wird mittels Sdaulenchromatographie gereinigt
(FlieBmittel: Ethylacetat - Isopropanol - Wasser 5:2:1) und als farbloses Harz isoliert.

Ausbeute: 3,0 g (85 %)

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 1.93 (s, 3H, 5-NHCOCHs), 3.50 (dd, 1H, H-7, ®7 = 2.7, 8.2 Hz),
3.55-3.65 (m, 3H, H-8, H-9), 3.70 (s, 3H, 2-CO,CHs), 3.96 (d, 1H, H-5, 37 = 9.2 Hz),
4.23 (br s, 1H, H-4), 4.52 (br s, 1H, H-6), 5.80 (d, 1H, H-3, 3J = 2.7 Hz), 8.00 (d,
1H, 5-NHCOCHs, 37 = 7.9 Hz)
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4.2.6 5-Acetamido-2,6-anhydro-4-cyanamino-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensauremethylester (6)

OH
OH
HO
0 o 0
N
He M 7 ome
NCHN
6

Die Synthese des Cyanamidesters 6 erfolgte variiert nach Chandler et al (1995)
durch Umsetzung des Aminesters 5 mit Bromcyan in Methanol unter Zusatz von
Natriumacetat. 500 mg (1,6 mmol) Edukt werden in 10 ml Methanol gelést und
200 mg BrCN in 10 ml Methanol langsam zugetropft. Es wird soviel Natriumacetat
zugefiigt, bis der pH auf sieben bis acht eingestellt ist. Nach drei Stunden Riihren bei
Raumtemperatur ist die Umsetzung vollstéandig. Der Ansatz wird zur Trockne
eingeengt, wobei ein dunkelgelbes Ol erhalten wird.

Dieses wird mittels MPLC gereinigt (Kieselgel, Fliessmittel: 500 ml Ethylacetat, 200 ml
Ispropanol, 60 ml Wasser) und das Endprodukt wird als Ol isoliert.

Ausbeute: 250 mg (46 %)

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 1.93 (s, 3H, 5-NHCOCHs), 3.62-3.65 (m, 2H, H-9), 3.73 (s, 3H,
2-CO,CHs), 3.86 (dd, 1H, H-5, *°J = 9.1, 19.5 Hz), 4.13 (d, 1H, H-6, >°J = 10.8 Hz),
4.29 (br s, 1H, H-4), 4.57-4.61 (m, 2H, H-7, H-8), 5.76 (d, 1H, H-3, 3J = 2.4 Hz),
7.34 (d, 1H, 4-NHCN, 3J = 6.1 Hz), 8.16 (d, 1H, 5-NHCOCHs, 3J = 8.4 Hz)
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13C-NMR (DMSO-d;;, 75 MHz):

&/ppm (TMS) = 22.7 (5-NHCOCH;), 48.0 (C-5), 52.2 (C-4), 52.3 (2-CO,CHs), 63.4
(C-9), 68.2 (C-7), 69.3 (C-8), 76.9 (C-6), 108.6 (C-3), 115.6 (4-NHCN), 145.3 (C-2),
161.7 (2-CO,CH;3), 171.3 (5-NHCOCH:;)

IR (KBr):
v/em™ = 2226 (-CN)

4.2.7 5-Acetamido-7,8,9-tri- 0-acetyl-4-amino-2,6-anhydro-
3,4,5-trideoxy-p-gl/ycero-b-galacto-non-
2-ensauremethylester (7)

OCOCH,
OCOCH,
H,COCO
0 o 0
-
Ho 7 ome
HN
7

Der geschiitzte Aminester 7 wurde variiert nach Chandler et a/. (1995) und von
Itzstein et al (1994) synthetisiert. 10 g (21,9 mmol) des geschiitzten Azids 3 werden
in 80 ml Methanol gelést und zwei g Lindlar-Katalysator zugegeben. In die Mischung
wird unter starkem Rihren zundchst flinf Minuten lang Stickstoff eingeleitet und
dann die Gaszufuhr auf Wasserstoff umgestellt. Dieses wird fir vier Stunden bei
Normdruck und Raumtemperatur unter Riihren in den Ansatz eingeleitet. Dann wird
der Katalysator abfiltriert, der Filter mit Wasser gewaschen und die vereinigten
Filtrate im Vakuum bei 40 °C eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels MPLC
gesault (Kieselgel, Fliessmittel: 500 ml Ethylacetat, 200 ml Isopropanol, 100 ml
Wasser) und so das Endprodukt als durchsichtiges farbloses Harz isoliert.
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Ausbeute: 6,0 g (64 %)

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 1.77, 1.99, 2.00 (s, 12H, 5-NHCOCH;, 7-OCOCHs, 8-OCOCHs,
9-OCOCHs), 3.37 (dd, 1H, H-9, 3J = 2.5, 9.1 Hz), 3.65-3.75 (m, 2-CO,CHs, H-5),
4.03- 4.15 (m, 2H, H-4, H-6), 4.5 (dd, 1H, H-9, 3J = 2.9, 12.3 Hz), 5.19-5.25 (m, 1H,
H-8), 5.31 (dd, 1H, H-7, 3J = 2.1, 6.1 Hz), 5.86 (d, 1H, H-3, °J = 2.4 Hz), 7.76 (d,
1H, 5-NHCOCHs, 37 = 9.5 Hz)

4.2.8 5-Acetamido-4-amino-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaure (8)

OH
OH
HO
0 0
>—N COOH
nd H /
H,N
8

Das Amin 8 wurde variiert nach von Itzstein et al (1994) synthetisiert. Drei g
(9,9 mmol) des Methylesters 5 werden in 40 ml einer 0,15-molaren Natronlauge
gelost, eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt; dann wird der pH-Wert mit
Dowex-50W x 80 (H™) auf finf eingestellt und fortwéhrend geriihrt. Nach Entfernung
des Ionenaustauschers und des Losungsmittels im Vakuum bei 80 °C wird das
Produkt als farbloses Harz isoliert.

Ausbeute: 2,7 g (94 %)
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'H-NMR (D-0, 300 MHz):

3/ppm = 2.08 (s, 3H, 5-NHCOCH3), 3.63-3.87 (m, 2H, H-7, H-9), 3.89 (dd, 1H, H-9,
37 = 2.6, 11.8 Hz), 3.97 (m, 1H, H-8), 4.21 (m, 1H, H-4), 4.31-4.39 (m, 2H, H-5, H-
6), 5.67 (d, 1H, H-3, 3J = 2.1 Hz)

MS (APCI):
m/z (%) = 274 M* +1 - NH, (100)

4.2.9 5-Acetamido-2,6-anhydro-4-cyanamino-3,4,5-trideoxy-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaure (9)

OH
OH
HO
0 0
N COOH
Ho /
NCHN
9

Die Synthese des Cyanamids 9 wurde nach Chandler et a/ (1995) durchgefiihrt.
Zwei g (6,9 mmol) des Amins 8 werden in 30 ml Methanol gelést und 800 mg
Natriumacetat zugegeben. Uber einen Zeitraum von drei Stunden wird eine Lésung
von 400 mg Bromcyan in 50 ml Methanol zugetropft und die resultierende Mischung
48 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wird filtriert und das Filtrat bei 40 °C
im Vakuum eingeengt. Der Rickstand wird in 30 ml Methanol gelést und 50 ml
Isopropanol werden unter schnellem Rihren langsam zugetropft. Das resultierende
weiBe Prazipitat wird abfiltriert und verworfen und der Uberstand im Vakuum bei
50 °C eingeengt. Das Produkt wird als gelbes Harz isoliert.
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Ausbeute: 2,7 g (97 %)

'H-NMR (D-0, 300 MHz):
3/ppm = 2.11 (s, 3H, 5-NHCOCHs), 3.65-3.70 (m, 2H, H-9), 3.90-4.23 (m, 4H, H-5,
H-6, H-7, H-8), 4.33 (d, 1H, H-4, 3J = 10.1 Hz), 5.68 (d, 1H, H-3, >J= 1.9 Hz)

MS (APCI):
m/z (%) = 274 M* +1 - NHCN (100)

IR (KBr):
v/em™ = 2226 (-CN)

4.2.10 5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
4-( N 3-hydroxyguanidino)-b-g/ycero-
D-galacto-non-2-ensaure (10)

OH
OH

O O

COOH
>\‘H /

10

MHydroxyguanidin 10 wurde variiert nach Chandler et a/ (1995) synthetisiert. Ein g
(3,2 mmol) des Cyanamids 9 wird in 30ml Methanol gelést. 400 mg
Hydroxylamin-Base, nach Steudel und Schenk (1975) hergestellt, in 30 ml Methanol
werden Uber einen Zeitraum von 15 Minuten zugetropft, wobei das Produkt
auszufallen beginnt. Der Ansatz wird flr weitere 60 Minuten geriihrt und das Produkt
abfiltriert und getrocknet.
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Ausbeute: 1,0 g (91 %)
Schmelzpunkt: 120 °C

'H-NMR (D-0, 300 MHz):
3/ppm = 2.05 (s, 3H, 5-NHCOCHs), 3.64-3.70 (m, 2H, H-9), 3.88-4.17 (m, 4H, H-5,
H-6, H-7, H-8), 4.34 (dd, 1H, H-4, 3J = 2.2, 6.6 Hz), 5.67 (d, 1H, H-3, 3J = 2.4 Hz)

MS (APCI):
m/z (%) = 349 M* +1 (100)

4.2.11 5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-
4-( N *-hydroxyguanidino)-p-g/ycero-
D-galacto-non-2-ensaureethylester (11)

OH
OH
HO
0 o 0
M—n
Ho / OC,H,
HN
)—NH,
N
<
HO
11

Die Synthese des bifunktionellen Prodrugs 11 erfolgte nach einer allgemeinen
Methode von Brook und Chan (1983) zur Herstellung von Estern. 100 mg (0,3 mmol)
des A-Hydroxyguanidins 10 werden in 30 ml getrocknetem Ethanol gelést und mit
200 pl Chlortrimethylsilan versetzt. Der Ansatz wird dann bei 50 °C acht Stunden
geruhrt. Nach Abkihlen der Mischung wird das Ldsungsmittel unter Vakuum bei
40 °C am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rlickstand wird in einer Konzentration
von 1 mg/ml in Wasser geldst und mittels praparativer HPLC gereinigt (Saule: C-18,
125 A, 250 mm; Fliessmittel: agua bidest). Die vereinigten Fraktionen werden
lyophilisiert.
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Ausbeute: 60 mg (56 %)
Schmelzbereich: 170-180 °C
Ci14H24N40s (376,37)

Der Nachweis der elementaren Zusammensetzung erfolgte durch hochauflésende
Massenspektrometrie.

Ber.: 377.16669
Gef.: 377.16663

'H-NMR (D-0, 300 MHz):

3/ppm = 1.32 (t, 3H, 2-COOCH,CHs, 3J = 7.1 Hz), 2.05 (s, 3H, 5-NHCOCHj3), 3.62-
3.75 (m, 4H, H-9, 2-COOCH,CH3), 3.87-3.98 (m, 2H, H-7, H-8), 4.26-4.41 (m, 1H, H-
4), 4.49 (d, 1H, H-6, °J = 10.4 Hz), 4.58 (dd, 1H, H-5, 37 = 2.4, 9.3 Hz), 6.03 (d, 1H,
H-3, 3J= 2.6 Hz)

13C-NMR (D-0, 75 MHz):

3/ppm = 12.8 (2-COOCH,CH3), 21.5 (5-NHCOCHs), 47.0 (C-5), 50.3 (C-4), 57.0 (2-
COOCH,CH3), 62.5 (C-9), 67.4 (C-8), 69.4 (C-7), 75.6 (C-6), 107.9 (C-3), 144.7 (C-
2), 158.2 (4-NHC(NOH)(NH,)), 164.7 (2-COOCH,CHs), 174.0 (5-NHCOCH>)
HPLC-Reinheit: 96 %

Na*-Gehalt: 3,6 % (entspricht 10,0 % NaCl)

Wassergehalt: 68 % (NMR)
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4.2.12 5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4,5-trideoxy-4-guanidino-
D-glycero-p-galacto-non-2-ensaureethylester (12b)

OH
OH
HO
0 o 0
Mn
He M / OC,H,
HN
NH,
HN
12b

Die Synthese des Guanidinesters 12b erfolgte mit einer Methode von Brook und
Chan (1983). 100 mg (0,3 mmol) Zanamivirhydrat 12a werden in 30 ml
getrocknetem Ethanol geldst und mit 200 pl Chlortrimethylsilan versetzt. Der Ansatz
wird dann finf Stunden bei 50 °C gerlihrt. Nach Abkiihlen der Mischung wird das
Lésungsmittel unter Vakuum bei 40 °C im Rotationsverdampfer entfernt. Das so
erhaltene farblose Harz wird unter Rihren bei Raumtemperatur in Diethylether
kristallisiert, abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Zanamivirhydrat 12a wurde
von der Firma Sequoia Research Products, Ltd. mit einem Gehalt von Uber 98 %
bezogen.
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OH

COOH
>\‘H /

12a

Ausbeute: 95 mg (87 % der Theorie)
Schmelzbereich:  200-225 °C

'H-NMR (D-0, 300 MHz):

3/ppm = 1.34 (t, 3H, 2-COOCH,CHs, ®J = 7.1 Hz), 2.07 (s, 3H, 5-NHCOCHj3), 3.66-
3.78 (m, 2H, H-9), 3.89-3.93 (m, 2H, H-7, H-8), 4.28-4.34 (m, 3H, 2-COOCH,CHs, H-
4), 4.47-4.60 (m, 2H, H5, H-6), 6.04 (d, 1H, H-3, °J= 2.5 Hz)
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4.3 Synthese von (3R,4R,55)-4-Acetamido-
5-( N 3-hydroxyguanidino)-3(1-ethylpropoxy)-
1-cyclohexen-1-carbonsaureethylester (15)

4.3.1 (3R A4R5S)-4-Acetamido-5-amino-3-(pent-3-yloxy)-
1-cyclohexen-1-carbonsaureethylester (13)

OC,H,

13

Die Gewinnung der Oseltamivir-Base 13 erfolgte aus dem Fertigarzneimittel Tamiflu
(12 mg/ml Pulver zur Herstellung einer Suspension zum Einnehmen). Hierbei wird
das Pulver mehrfach mit einem Uberschuss Methanol extrahiert und die Extrakte bei
7000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde werden im
Vakuum zur Trockne eingeengt, bis ein klares bernsteinfarbenes Ol zuriickbleibt.
Dieses wird in Wasser geldst und der pH-Wert der Lésung mit konzentriertem
Ammoniak auf 10 eingestellt. Die Loésung wird viermal mit Dichlormethan
ausgeschittelt und die vereinigten Dichlormethanphasen nach dem Trocknen (ber
wasserfreiem Natriumsulfat im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der
hellgelbe 6lige Rickstand wird mit Diethylether versetzt und bei Raumtemperatur
stark gerihrt. Nach einer Stunde kann die ausgefallene Oseltamivir-Base abfiltriert
und mit eiskaltem Diethylether gewaschen werden. Die Ausbeute betragt berechnet
auf die im Fertigarzneimittel enthaltene Base je nach Anzahl der Extraktionsschritte
zwischen 50 % und 80 %.
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Ausbeute: 50-80 %, berechnet auf die enthaltene Base
Schmelzpunkt: 113 °C

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 0.79 (t, 3H, 3-OCH(CH,CHs);, 3J = 7.2 Hz), 0.84 (t, 3H,
3-OCH(CH,CHs),, 37 = 7.0 Hz), 1.22 (t, 3H, 1-CO,CH,CHs, °J = 7.1 Hz), 1.41 (m, 4H,
3-OCH(CH,CH3),), 1.85 (s, 3H, 4-NHCOCH;3), 1.89-2.06 (m, 1H, H-6a), 2.57 (dd, 1H,
H-6b, °J = 17.9 Hz, 3J = 4.9 Hz), 2.73 (td, 1H, H-5, 37 = 5.3, 10.2 Hz), 3.30-3.50 (m,
4H, 5-NH,, 3-OCH(CH,CHs), H-4), 3.98 (d, 1H, H-3, 3J = 8.7 Hz), 4.12 (q, 2H,
1-CO,CH,CH3, 3J = 7.0 Hz), 6.62 (s, 1H, H-2), 7.73 (d, 1H, 4-NHCOCH3, 3J = 9.1 Hz)

13C-NMR (DMSO-d;;, 75 MHz):

&/ppm (TMS) = 8.8 (OCH(CH,CHs3),, 9.4 (OCH(CH,CH3),, 14.0 (1-CO,CH,CH3), 23.0
(5-NHCOCH3), 25.1 (OCH(CH,CHs),, 25.6 (OCH(CH,CHs),, 33.2 (C-6), 49.6 (C-5),
57.1 (C-4), 60.2 (1-CO,CH,CH3), 75.2 (C-3), 80.7 (OCH(CH,CHs),, 128.9 (C-1), 138.3
(C-2), 165.8 (1-CO,CH,CH3), 169.5 (5-NHCOCH3)

4.3.2 (3R A4R5S5)-4-Acetamido-5-cyanoamino-
3-(pent-3-yloxy)-1-cyclohexen-
1-carbonsaureethylester (14)

14

Die Synthese des Cyanamids 14 erfolgte variiert nach einer Methode von Chandler et
al (1995) durch Umsetzung von Amin 13 mit Bromcyan in Methanol unter Zusatz
von Natriumacetat. Hierbei werden 500 mg (1,6 mmol) Edukt in 10 ml Ethanol geldst
und 200 mg BrCN in 10 ml Ethanol werden langsam zugetropft.
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Dann erfolgt die Zugabe von Natriumacetat, bis der pH-Wert auf sieben eingestellt
ist. Nach 150 Minuten Riihren bei Raumtemperatur ist die Umsetzung vollstandig.
Der Ansatz wird zur Trockne eingeengt, wobei ein gelbes Ol erhalten wird. Dieses
wird mit ca. 20 ml demineralisiertem Wasser versetzt und bei Raumtemperatur
geruhrt, bis eine grobkérnige Suspension entsteht, die mittels Ultraschall weiter
homogenisiert werden kann. Filtration und Waschen des Filterrlickstands mit Wasser
sowie Trocknung Uber Phosphorpentoxid im Vakuum ergibt ein weiBes
pulverférmiges Produkt.

Ausbeute: 350 mg (65 %)
Schmelzpunkt: 132 °C
Ci7H27N304 (337,42)

berechnet: C 60,51 H 8,07 N 12,45
gefunden: C 60,02 H 8,73 N 12,38

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 0.79 (t, 3H, 3-OCH(CH,CHs);, 37 = 7.2 Hz), 0.84 (t, 3H,
3-OCH(CH,CHs),, 37 = 7.0 Hz), 1.22 (t, 3H, 1-CO,CH,CHs, *J = 7.1 Hz), 1.40 (m, 4H,
3-OCH(CH,CH3),), 1.86 (s, 3H, 4-NHCOCH;3), 2.07-2.21 (m, 1H, H-6a), 2.86 (dd, 1H,
H-6b, °7 = 17.2 Hz, 3J = 5.2 Hz), 3.23 (m, 1H, H-5,), 3.35 (quint, 1H,
3-OCH(CH,CHs), 3J = 5.7 Hz), 3.60 (q, 1H, H-4, 37 = 9.0, 20.0 Hz), 4.11-4.20 (m, 3H,
1-CO,CH,CHs, H-3), 6.64 (s, 1H, H-2), 6.90 (d, 1H, 6-NHCN, 37 = 6.9 Hz), 7.95 (d,
1H, 4-NHCOCHs3, 37 = 9.1 Hz)

13C-NMR (DMSO-d;;, 75 MHz):

&/ppm (TMS) = 8.8 (OCH(CH,CHs3),, 9.4 (OCH(CH,CH3),, 14.0 (1-CO,CH,CH3), 23.0
(5-NHCOCH3), 25.1 (OCH(CH,CHs),, 25.6 (OCH(CH,CHs),, 30.6 (C-6), 53.0 (C-5),
55.1 (C-4), 60.5 (1-CO,CH,CHs), 74.5 (C-3), 80.7 (OCH(CH,CHs)2, 116.2 (5-NHCN),
127.6 (C-1), 138.4 (C-2), 165.2 (1-CO,CH,CH3), 169.7 (5-NHCOCH>)

IR (KBr):
v/em™ = 2224 (-CN)

MS (ESI):
m/z (%) = 338 M* +1 (100)
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4.3.3 (3R4R5S5)-4-Acetamido-5-( N 3-hydroxyguanidino)-
3-(pent-3-yloxy)-1-cyclohexen-
1-carbonsaureethylester (15)

OC,H,

15

Die Synthese des bifunktionellen Prodrugs 15 erfolgt durch Umsetzung des
Cyanamids 14 in Dioxan. 500 mg (1,5 mmol) Edukt werden in 10 ml wasserfreiem
Dioxan gelést. Ein dreifacher Uberschuss Hydroxylamin-Base von 150 mg (4,5 mmol)
wird unter Rihren hinzugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur 25 Minuten
geriihrt. Das Losungsmittel wird mittels Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt
und der erhaltene Feststoff (ber Phosphorpentoxid getrocknet. Weitere
Aufreinigungsschritte sind nicht erforderlich.

Ausbeute: 550 mg (100 %)
Schmelzpunkt: 112-120 °C
Ci17H30N40s5 (370,45)

berechnet: C 55,12 H 8,16 N 15,12
gefunden: C 54,34 H 8,69 N 14,62
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'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 0.80 (t, 3H, 3-OCH(CH,CHs),, 37 = 7.3 Hz), 0.84 (t, 3H,
3-OCH(CH,CHs),, 37 = 7.4 Hz), 1.24 (t, 3H, 1-CO,CH,CHs, *J = 7.1 Hz), 1.40 (m, 4H,
3-OCH(CH,CHs).), 1.83 (s, 3H, 4-NHCOCH3), 1.99-2.07 (m, 1H, H-6a), 2.86 (dd, 1H,
H-6b, 2J = 16.7 Hz, 37 = 2.5 Hz), 3.38 (quint, 1H, 3-OCH(CH,CH3), 3J = 5.5 Hz), 3.5
(m, 1H, H-5,), 3.80 (q, 1H, H-4, 3J = 9.0, 20.0 Hz), 4.01 (d, 1H, H-3, 3J = 6.8 Hz),
4.14 (q, 2H, 1-CO,CH,CHs, 37 = 7.1 Hz), 4.98 (s, 2H, 5-NHC(NOH)(NH,)), 6.63 (s,
1H, H-2), 7.82 (d, 2H, 5-NHC(NOH)(NH,), 4-NHCOCH;), 3J = 8.9 Hz)

13C-NMR (DMSO-d;;, 75 MHz):

&/ppm (TMS) = 9.0 (OCH(CH,CH3)2, 9.3 (OCH(CH,CHs),, 14.1 (1-CO,CH,CHj3), 22.9
(5-NHCOCH3), 25.2 (OCH(CH,CH3)2, 25.6 (OCH(CH,CH3);, 30.9 (C-6), 49.1 (C-5),
53.1 (C-4), 60.4 (1-CO,CH,CHs), 75.2 (C-3), 80.9 (OCH(CH,CHs)2, 128.8 (C-1), 137.5
(C-2), 154.3 (5-NHC(NOH)(NH,)), 165.7 (1-CO,CH,CHs), 169.8 (5-NHCOCH;3)

MS (ESI):
m/z (%) = 371 M* +1 (100)

4.3.4 (3RA4R,5S5)-4-Acetamido-5-guanidino-3-(pent-3-yloxy)-
1-cyclohexen-1-carbonsaureethylester (16)

OCH
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Die Synthese des literaturbekannten Guanidins 16 (Li et a/, 1998) erfolgte nach
einer Vorschrift von Bernatowicz ef al (1992). 625mg (2 mmol) der
Oseltamivir-Base 13 werden zusammen mit 260 mg DIEA und 300 mg
Pyrazolamidiniumchlorid in finf ml DMF geldst und 72 Stunden bei Raumtemperatur
gertihrt. Der Ansatz wird dann im Vakuum zur Trockne eingeengt und das
Rohprodukt Gber MPLC gereinigt (Kieselgel, Fliessmittel: 675 ml Cyclohexan, 375 ml
Dichlormethan, 150 ml Methanol, 1 ml konzentrierter Ammoniak).

Ausbeute: 150 mg (42 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 172 °C

'H-NMR (DMSO-d;;, 300 MHz):

3/ppm (TMS) = 0.78 (t, 3H, 3-OCH(CH,CHs);, 37 = 7.4 Hz), 0.83 (t, 3H,
3-OCH(CH,CHs),, 37 = 7.5 Hz), 1.21 (t, 3H, 1-CO,CH,CHs, 3J = 7.1 Hz), 1.40 (m, 4H,
3-OCH(CH,CH3),), 1.82 (s, 3H, 4-NHCOCH;), 2.19-2.27 (m, 1H, H-6a), 2.86 (dd, 1H,
H-6b, >°J = 18.3 Hz, 3J = 3.7 Hz), 3.38 (quint, 1H, 3-OCH(CH,CHs), *J = 5.5 Hz),
3.75-3.82 (m, 2H, H-5, H-4), 4.15 (q, 2H, 1-CO,CH,CHs, °J = 7.1 Hz), 4.01 (m, 1H,
H-3), 6.67 (s, 1H, H-2), 8.30 (d, 1H, 4-NHCOCH3, 7 = 8.5 Hz)
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5 BIOVERFUGBARKEITSSTUDIE

5.1 Einleitung und Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten AMHydroxyguanidinderivate von
Neuraminidasehemmstoffen mit dem Ziel synthetisiert werden, eine orale
Bioverfligbarkeit der Wirkform zu erlangen oder diese zu verbessern. Das gewonnene
bifunktionelle Prodrug von dem aufgrund des Fehlens von ausreichender
Bioverfiigbarkeit pulmonal zu applizierenden Neuraminidasehemmstoff Zanamivir
konnte im Verlauf einer Bioverfligbarkeitsstudie an Ratten auf seine orale
Bioverfligbarkeit getestet werden. Abbildung 5.1 zeigt die erhoffte Bioaktivierung des
Prodrugs zu seiner Wirkform, dem Zanamivir.

OH OH
OH OH
HO Esterhydrolyse und HO
Q 0 0 Reduktion am Stickstoff Q 0 Y
- - )
ho M / OC,H, he M 7 on
HN HN
/>7NH2 >/‘*NH2
N HN
<
HO
bifunktionelles Prodrug von Zanamivir Zanamivir

Abb. 5.1: Bioaktivierung des bifunktionellen Prodrugs von Zanamivir

Im Rahmen der Bioverfiigbarkeitsstudie war geplant, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten von jeweils drei Ratten entnommene Plasmaproben auf vorliegende
Konzentrationen des Prodrugs und seiner Wirkform sowie den intermediar potentiell
entstehenden Metaboliten (siehe Abbildung 2.3) zu untersuchen. Zur Verfiigung
stehen sollten hierflir jeweils Proben von drei Ratten, denen das Prodrug p.o.
appliziert werden sollte und Proben von drei Ratten, denen die Wirkform, das
Zanamivir, i.v. appliziert werden sollte. Die Analytik konnte mittels LC/MS erbracht
werden.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Kalibrierung und Bestimmungsgrenze

Zur  Quantifizierung  mdoglicherweise  nachzuweisender  Metabolite  wurden
Kalibrierungen erstellt, die bei der Detektion von Zanamivir nach i.v.-Gabe und von
Metaboliten nach  p.o.-Gabe des Prodrugs in den entsprechenden
Konzentrationsbereichen zur Berechnung der vorliegenden Quantitdten dienen
sollten. Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurden Gemische von Prodrug und
Metaboliten hergestellt und jeweils weiter verdiinnt. Die bei dieser LC/MS-Methode
ermittelte Bestimmungsgrenze flir eventuell auftretende Metabolite lag bei
250 nmol/I.

5.2.2 HPLC und LC/MS-Methode

Die Retentionszeiten des Prodrugs und seiner drei potentiellen Metaboliten liegen bei
Anwendung dieser Methode zwischen 9 und 12,5 min. Die Strukturen sind in
Abbildung 5.2 zusammengefasst, und Abbildung 5.3 zeigt ein reprasentatives
Chromatogramm aus der Methodenentwicklung, bei dem ein Gemisch des Prodrugs
und aller drei Metaboliten in einer Konzentration von 10 pmol/I injiziert wurde.

OH OH OH OH
OH OH OH OH
HO HO HO HO
0) 0] 0 0] 0 0] 0] 0 0 o) 0 0
N N
e W =y I N
H,C OCH, H,C OH H,C OCH;  H,C OH
HN HN HN
)—NH, )—NH, J—NH, NH,
N N HN HN

~ ~

HO HO
Prodrug N-Hydroxyguanidin Ethylester Zanamivir

Abb. 5.2: Strukturen des Prodrugs und seiner potentiellen Metaboliten
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Abb. 5.3: Reprdsentatives Chromatogramm eines Gemisches des Prodrugs und seiner
Metaboliten in einer Konzentration von 10 umol//

5.2.3 Linearitiat und Reproduzierbarkeit

Um zu gewadhrleisten, dass einerseits bei der Aufarbeitung der Plasmaproben
korrekte Aussagen U(ber die enthaltenen Konzentrationen der Wirkform Zanamivir
getroffen werden kénnen und andererseits eine entsprechende Reproduzierbarkeit
gegeben ist, wurde zundchst aus Griinden der Verfligbarkeit mittels Schweineplasma
als Ersatz fur Rattenplasma ermittelt, ob enthaltenes Zanamivir in unterschiedlichen
Konzentrationen nach der im Verlauf der Bioverfuigbarkeitsstudie zur Anwendung
kommenden Aufarbeitungsmethode linear aus den Plasmaproben zurlickgewonnen
werden kann. Hierzu wurden verschiedene Konzentrationen Zanamivir in jeweils
100 pl Schweineplasma geldst und diese Proben jeweils nach der gleichen Methode
aufgearbeitet, nach der auch die Aufarbeitung der Plasmaproben von den Ratten
erfolgen sollte (siehe Kap. 5.4.2.6). Die Uberpriiften Konzentrationsbereiche lagen
zwischen 1 und 100 pmol/l. Abbildung 5.4 stellt den so ermittelten linearen
Zusammenhang der Wiederfindung von Zanamivir aus Schweineplasma nach der
angewandten Aufarbeitungsmethode dar.
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Abb. 5.4: Wiederfindung von Zanamivir aus Schweineplasma

Die Signalflachen stellen den Mittelwert aus zwei Ansitzen dar und wurden je zweimal
vermessen (r? = 0,9995)

Zum Vergleich wurden von Zanamivir in den geringeren Konzentrationen von
1, 5 und 10 pmol/l entsprechende Lésungen in agua bidest. hergestellt und ebenfalls
vermessen, um im unteren Konzentrationsbereich zu untersuchen, welche
Konzentrationen im Vergleich zu den wassrigen Losungen in den Plasmaproben
gefunden werden kdnnen. Diese Konzentrationen lagen dabei zwischen 80 und
88 %, verglichen mit den Ldsungen von Zanamivir in agua bidest. Dieser
Zusammenhang ist in Abbildung 5.5 dargestellt. Die Ubertragbarkeit auf die
Bioverfligbarkeitsstudie ist nicht vollstandig gegeben, da kein Rattenplasma fir
entsprechende vorbereitende Untersuchungen zur Verfligung stand und ersatzweise
mit Schweineplasma gearbeitet wurde.
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Abb. 5.5:Wiedergefundene Konzentrationen von Zanamivir in Schweineplasma

5.2.4 Intravenose Applikation von Zanamivir

Wie in Kap. 5.4.2.3 genauer erlautert wird, bekamen die Versuchstiere jeweils einen
venosen und einen arteriellen Katheter gelegt, Uber die die i.v.-Applikation bzw. die
Entnahme der Blutproben erfolgte. Das Zanamivirhydrat wurde drei Ratten in einer
Dosierung von 5 mg/kg Kdrpergewicht Gber den vendsen Katheter zum Zeitpunkt
0 min zugefiihrt. Zu den entsprechenden Probenentnahmezeitpunkten wurde Uber
den arteriellen Katheter jeweils eine Menge von 300 pl Blut enthommen und wie in
Kap. 5.4.2.5 beschrieben aufgearbeitet. Die Probenentnahmezeitpunkte konnten
nicht in allen Fallen exakt eingehalten werden, da teilweise Komplikationen wie
beispielsweise eine Thrombose auftraten, so dass diesbeziiglich eine Variabilitadt bei
den Messwerten Dberiicksichtigt werden musste. Akute substanzbezogene
Nebenwirkungen konnten nicht beobachtet werden. Aufgrund der geringen
Probenmenge, die jeweils per Entnahmezeitpunkt zu gewinnen war, um den Kreislauf
der Versuchstiere nicht zu Gberlasten, wurde jeweils nur eine Probe enthnommen und
aufgearbeitet. Eine Doppelbestimmung war somit nicht mdglich. Trotz der auf
Substanzen mit  hoher  Hydrophilie und kurzer t;; abgestimmten
Probenentnahmezeitpunkte, konnte aufgrund extrem schneller Elimination nach einer
Zeit von ca. 20 Minuten kein Zanamivir mehr detektiert werden. Zanamivir wird zu
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uber 90 % unverandert renal ausgeschieden (Cass et al, 1999) und hat eine
monophasische t;; von ca. 15min. in der Ratte (Elliot, 2001). Bei einem
durchschnittlichen Blutvolumen von 64 ml/kg Kdérpergewicht (Society for Laboratory
Animal Science, 1999) und einem durchschnittlichen Gewicht der Ratten von 230 g
hatten direkt nach der i.v.-Gabe Konzentrationen von ca. 200 pmol/l messbar sein
kénnen. Die Abbildungen 5.6 bis 5.8 zeigen die gemessenen Konzentrationsverlaufe
bei den drei Ratten, die Zanamivir i.v. erhalten hatten.

6 -

Zanamivir [pmol]
w

0@ T —@ T T o T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit [min]

Abb. 5.6: Gemessene Konzentrationen nach i.v.-Gabe von Zanamivir in den Plasmaproben
von Ratte Nr. 1

Bei Ratte Nr. 1 (Abbildung 5.6) wurde der erste Probenentnahmezeitpunkt auf 2 min
vorgezogen, weil sich Komplikationen bezliglich der Vitalfunktionen der Ratte
abgezeichnet hatten. Aufgrunddessen konnten auch der zweite und dritte
Probenentnahmezeitpunkt von 10 und 20 min nicht eingehalten werden, so dass
diese auf 14 bzw. 25 min verschoben werden mussten. Weitere Zeitpunkte waren 45,
95 und 180 min. In der nach zwei Minuten gezogenen Blutprobe konnte nach
Aufarbeitung kein Konzentrationswert fiir Zanamivir ermittelt werden. Offenbar war
hier die Zeit nach i.v. Applikation bis zur Verteilung im systemischen Kreislauf zu
gering, als dass eine ausreichende Verteilung im Blutvolumen mdglich gewesen ware.
Der Wert kann folglich als AusreiBer betrachtet werden. Trotzdem ist in Abbildung
5.6 ein fir eine i.v.-Applikation typischer asymptotisch gegen Null gehender
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Konzentrationsverlauf erkennbar. Nach 45 min war die messbare Konzentration unter
der Nachweisgrenze fiir die angewendete Analytik, so dass flir diesen und die
folgenden Probenentnahmezeitpunkte keine weiteren Konzentrationen errechnet
werden konnten.
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Abb. 5.7: Gemessene Konzentrationen nach i.v. Gabe von Zanamivir in den Plasmaproben
von Ratte Nr. 2

Ratte Nr. 2 (Abbildung 5.7) war dieselbe wie Ratte Nr. 1, da sie nach einigen Tagen
Ruhepause flir eine erneute i.v.-Applikation von Zanamivir im Rahmen der
Bioverfligbarkeitsstudie zur Verfiigung stand. Komplikationen waren in diesem Fall
nicht zu verzeichnen und die geplanten Probenentnahmezeitpunkte von 5, 10, 20,
45, 90 und 180 min konnten exakt eingehalten werden. Bei diesem i.v.-Versuch
konnte mit 62,5 umol/l die einzige Konzentration von Zanamivir im zweistelligen
mikromolaren Bereich gemessen werden, da bei den anderen beiden Ratten die
Probenentnahme aus den an entsprechender Stelle diskutierten Griinden entweder
zu frih oder zu spat erfolgte und Komplikationen wahrend der Probenentnahme
auftraten. Auch war nach dem dritten Entnahmezeitpunkt von 20 min bei den drei
weiteren Zeitpunkten keine Zanamivirkonzentration mehr messbar.
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Abb. 5.8: Gemessene Konzentrationen nach i.v.-Gabe von Zanamivir in den Plasmaproben
von Ratte Nr. 3

Bei der Probenentnahme von Ratte Nr.3 (Abbildung 5.8) ergaben sich
Schwierigkeiten, die auf eine Thrombose direkt nach der i.v.-Applikation von
Zanamivir zurlickzuflihren waren. Aufgrund nachlassender Vitalfunktionen musste die
Ratte zundchst wieder belebt werden, was auch erfolgreich war. Konsequenz war
jedoch, dass die erste Probenziehung erst nach 22 min erfolgen konnte. In einer
zweiten Probe nach 25 min konnte aufgrund einer Verstopfung des Katheters als
Folge der Thrombose keine Zanamivirkonzentration ermittelt werden, so dass der
hier gezeigte Wert bei einer Konzentration von Null als Ausreier angesehen werden
kann. Die weiteren Probenentnahmezeitpunkte waren 43, 78, 95 und 155 min. Die
letzte messbare Konzentration von Zanamivir wurde im Unterschied zu den anderen
Ratten bei 43 min erfasst, welche auf eine infolge der Thrombose verzdgerte
Verteilung des Wirkstoffes im Organismus hindeutet. Nach 170 min starb die Ratte
als Folge der zuvor genannten Komplikationen. Die Abbildungen 5.9 und 5.10 zeigen
noch einmal die Messwerte von allen drei Ratten in einer Ubersicht
zusammengefasst. Da nur ein Wert im zweistelligen mikromolaren Bereich auftaucht,
gibt Abbildung 5.10 noch einmal unter Vernachlassigung dieses Wertes eine
VergroBerung von Abbildung 5.9 im Konzentrationsbereich bis 6 pmol/l wieder.
Konzentrationsverlauf und Variabilitat der Ratten wird so verdeutlicht.
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Abb. 5.9: Gemessene Konzentrationen nach i.v.-Gabe von Zanamivir in den Plasmaproben
aller drei Ratten
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Abb. 5.10: Gemessene Konzentrationen nach i.v. Gabe von Zanamivir in den
Plasmaproben aller drei Ratten (vergréBert im Konzentrationsbereich bis 6 pumol/l)
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Abgesehen von den beiden zuvor diskutierten Werten von Ratte Nr. 1 und Ratte
Nr. 3, die als AusreiBer betrachtet werden kdnnen, ist den Abbildungen ein typischer,
wenn auch zlgiger Eliminationsverlauf flir die i.v.-Gabe eines Arzneistoffs zu
entnehmen. Trotz der teilweise aus zuvor genannten Griinden verschobenen
Probenentnahmezeitpunkte sowie den interindividuellen Schwankungen der
Konzentrationsverlaufe in der Spezies Ratte bewegen sich die Konzentrationsverlaufe
in einem ahnlichen zeitlichen Ablauf.

5.2.5 Perorale Applikation des bifunktionellen Prodrugs von
Zanamivir

Das bifunktionelle Prodrug von Zanamivir wurde drei Ratten in einer Dosierung von
40 mg/kg Korpergewicht p.o. Uber Schlundsonden direkt in den Magen appliziert
(siehe Kap. 5.4.2.1). Auch hierbei konnten keine Nebenwirkungen beobachtet
werden. Die Plasmaproben wurden wie zuvor bei der i.v.-Gabe von Zanamivir in
einfacher Aufarbeitung durch Proteinfallung mit Acetonitril und Zentrifugation
gewonnen. Mit der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HPLC-Methode (siehe Kap.
5.4.1.3) konnten nach p.o.-Gabe des bifunktionellen Prodrugs weder das Prodrug,
noch seine postulierten Metaboliten einschlieBlich Zanamivir als Wirkform detektiert
oder quantifiziert werden. Pharmakokinetische Parameter flir eine p.o.-Applikation
des Prodrugs waren daher nicht zu ermitteln und es konnte somit keine orale
Bioverfiigbarkeit des Prodrugs gegeniber Zanamivir als seiner Wirkform bewiesen
werden.

5.3 Diskussion

Bei der Durchflihrung dieser Studie zur Bioverfiigbarkeit eines bifunktionellen
Prodrugs von Zanamivir wurde jeweils drei Ratten Zanamivir als Wirkform des
Prodrugs i.v. zugefiihrt sowie drei weiteren Ratten das Prodrug selbst p.o. appliziert,
um, basierend auf den Werten der i.v. Applikation der Wirkform, pharmakokinetische
Parameter nach p.o.-Applikation ermitteln zu kdnnen. Erschwerende Umstande bei
dieser Studie sind zum einen die kleine Zahl an Versuchstieren gewesen, und zum
anderen das Auftreten einiger Probleme bei der Probenziehung, die dazu gefihrt
haben, dass einige Proben nicht plangemdB zu den vorgesehenen
Probenentnahmezeitpunkten gezogen werden konnten. Ein weiteres Problem stellte
die geringe Menge Plasma dar, aus der jeweils die Proben flir die LC/MS-Analytik
vorbereitet werden sollten. Das bedeutet des Weiteren, dass keine
Doppelbestimmung mdglich war, da keine zwei Proben des gleichen
Probenentnahmezeitpunktes zur Verfiigung standen, die separat hatten aufgearbeitet
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werden koénnen. Zudem deuten die gemessenen Konzentrationen von 62,5 pmol/I
nach 5min und von unter 5pmol/l nach 10 min darauf hin, dass die
literaturbekannte Halbwertszeit von 15 min bei Ratten in dieser Studie noch deutlich
unterschritten wurde.

Bei den Uberlegungen, die zur Interpretation der vorliegenden Ergebnisse
herangezogen werden sollen, muss zudem bericksichtigt werden, dass bei der
Applikation p.o. aufgrund eines hohen Wassergehaltes die angegebene Dosierung
von 40 mg/kg Korpergewicht entsprechend herunterzurechnen ist. Trotzdem kann
man berechnen, dass, basierend auf einem durchschnittlichen Blutvolumen von
64 ml/kg Korpergewicht (Society for Laboratory Animal Science, 1999) und einem
zugrunde gelegten Gehalt der applizierten Substanz an Prodrug von 33 % und einer
hypothetischen  Absorptionsrate  von 30 %, eine maximale mdgliche
Plasmakonzentration von ca. 160 pmol/l hatte auftreten missen. Man hatte also
unter Bericksichtigung der ermittelten Bestimmungsgrenze von 250 nmol/l Prodrug,
Wirkform und Metabolite nachweisen miissen.

Wie in Kap. 3.4 diskutiert, kdnnte die trotz Veresterung der Carbonsdure noch
extrem hohe Hydrophilie der Verbindung eine Erklarung flr die nicht nachweisbare
Absorption sein. Anreicherungen in Geweben oder Organen waren aufgrund der
hohen Hydrophilie und der bekannten pharmakokinetischen Parameter des
Zanamivirs wie der extrem schnellen und unmetabolisierten Exkretion (ber die Niere
(Cass et al, 1999) nicht zu erwarten. Eine Anreicherung in den korpuskularen
Bestandteilen des Blutes wurde durch Untersuchung von Hamatokritproben nach
i.v.-Gabe von Zanamivir und p.o.-Gabe des Prodrugs ausgeschlossen. Auch eine hohe
Plasmaproteinbindung ist keine Erklarung fiir die Ergebnisse nach p.o.-Gabe des
Prodrugs, da Zanamivir zu unter 10 % plasmagebunden vorliegt (Dreitlein et al,
2001).

Der Effekt, der mit einer A/Hydroxyguanidinfunktion mit verminderter Basizitat erzielt
werden sollte, bestehend aus einer Erhéhung der Absorptionsrate im Magen-Darm-
Trakt durch einen geringeren Anteil an protonierter Form der basischen Funktion
(siehe Kap. 1.2.2.1.2), hat somit in Kombination mit der Erhéhung der Lipophilie
durch Veresterung der Carbonsaurefunktion offenbar nicht ausgereicht, um eine
messbare orale Bioverfligbarkeit zu erreichen. Aufgrund der geringen Datenlage ist
dieses Ergebnis nur als vorlaufig zu betrachten und sollte durch weitere Studien
abgesichert werden.
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Bei weiteren Bioverfiigbarkeitsstudien sollte zukiinftig vermieden werden, mit einer
Spezies zu arbeiten, bei dem die Substanz so schnell eliminiert wird wie in der Ratte,
oder aber die Probenziehungen missten alternativ in einem Testsystem mit Ratten
direkt nach der Gabe i.v. und p.o. wesentlich zligiger und in geringeren Abstanden
erfolgen, um mehr quantifizierbare Werte zu erhalten, auf die man sich bei der
Ermittlung pharmakokinetischer Parameter beziehen kann.

Des Weiteren konnten flir weitere Bioverfiigbarkeitsstudien synthetische MaBnahmen
ergriffen werden, die zu einer groBeren Lipophilie des Prodrugs fiihren. Die
Herstellung von lipophileren Estern kénnte zum Erfolg fiihren (siehe Kap. 3.4). Mit
entsprechenden  Derivaten kdnnten in spateren  Bioverflgbarkeitsstudien
weitergehende und vergleichende Daten erhalten werden.
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5.4 Materialien und Methoden

5.4.1 HPLC und LC/MS-Analytik

5.4.1.1 Materialien

Das potentielle bifunktionelle Prodrug von Zanamivir 11, und seine mdglicherweise
intermediar auftretenden Metaboliten 10 und 12 wurden im Rahmen dieser Arbeit
nach den in Kap. 3.1 erlduterten Methoden synthetisiert. Die Wirkform, das
Zanamivir, wurde als Zanamivirhydrat 12a von der Firma Sequoia Research
Products, Ltd. mit einem Gehalt von tber 98 % bezogen. Das verwendete Acetonitril
in HPLC-Qualitdt lieferte die Firma Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland.
Trifluoressigsaure in HPLC-Qualitdt stammte von der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim.

5.4.1.2 Gerate

Zur Filtration des im Fliessmittel enthaltenen aqua bidest. wurde eine
Vakuumfiltrationsanlage der Firma Sartorius, Gottingen in Kombination mit Sartorius
Membranfiltern der PorengréBe 0,45 pm verwendet. Die Uberpriifung des pH-Werts
des Fliessmittels erfolgte mit einem pH-Messgerat der Marke inoLab pH level 1 von
der Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim mit einer
LiQ Plast-Elektrode der Firma Hamilton, Bonaduz, Schweiz.

5.4.1.3 LC/MS-Methode

Das verwendete analytische System bestand aus einer LC-Anlage mit
HP Chemstation for LC A.06.01 als Software in Kopplung mit einem
ESQUIRE-LC Massenspektrometer der Firma Bruker Daltronik, Bremen. Das
Fliessmittel wurde mit vakuumfiltriertem bidestilliertem Wasser hergestellt und
entgast. Die Parameter fiir die LC/MS-Methode sind in Tab. 5.1 zusammengefasst.
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Tab. 5.1: LC/MS-Parameter fiir die Bioverfiigbarkeitsstudie

Parameter Spezifikation

HPLC-Pumpe Series 1100 Binary Pump

Entgaser Series 1100 Degasser

Injektor Rheodyne 50 pl Probenschleife

Detektor HP 1100 VWD UV/VIS Detektor

Interface ESI

Spriihdruck 25 psi

Trockengas 6l/min, 340 °C

Stationdre Phase Thermo Hypersil SAS C 1 250 x 4,6 mm
PartikelgroBe 5 pm, Vorsaule Phenomenex security guard
C184 x 3 mm

Mobile Phase 70 % Acetonitril, 30 % aqua bidest., 0,05 % TFA im
Wasseranteil

Detektionswellenldnge 235 nm

5.4.2 Bioverfiigbarkeitsstudie

Die Genehmigung des Tierversuchs wurde durch das Ministerium fir Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume am 21. Dezember 2006 erteilt. Die Studie wurde mit
Hilfe von Frau Dr. Silvia Wein vom Institut fur Tierernahrung und
Stoffwechselphysiologie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel durchgeflihrt.

5.4.2.1 Studiendesign und Durchfiihrung

Flr die Testung der oralen Bioverfligbarkeit wurden mannliche Wistar Ratten
verwendet, die bei Lieferung 175 bis 200 g schwer waren. Jeweils drei Tiere
bekamen i.v. Zanamivirhydrat in einer Dosierung von 5 mg/kg Koérpergewicht als
Referenz sowie weitere drei Tiere p.o. das bifunktionelle Prodrug von Zanamivir in
einer Dosierung von 40 mg/kg Korpergewicht. Die i.v.-Applikation erfolgte Uiber einen
zuvor implantierten Venenkatheter (siehe Kap. 5.4.2.3). Hierzu wurden die Proben in
500 pl Natriumchloridlésung 0,9 % ad us. vet. der Firma Braun, Melsungen geldst
und Uber den Katheter appliziert. Fir die p.o.-Applikation des Prodrugs wurde die
Substanz in 500 bis 700 pl bidestilliertem Wasser gelést und mittels einer zuvor
gelegten Schlundsonde direkt in den Magen der Versuchstiere appliziert. Die
Probenentnahme erfolgte jeweils zu definierten Zeitpunkten nach Applikation der
Substanz. Als Entnahmezeitpunkte der Vollblutproben nach i.v.-Applikation wurden
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5, 10, 20, 45, 90 und 180 min und fir die p.o.-Applikation 20, 40, 60, 90, 120 und
180 min gewahlt.

5.4.2.2 Materialien und Gerate

Es wurden bei der Blutentnahme CBASTM-coated-catheter der Firma Carmeda AB,
Stockholm, Schweden verwendet. Die eigentliche Entnahme des Vollblutes erfolgte
mit dem System Multivette 600 Kalium-EDTA, Sarstedt, Nimbrecht. Des Weiteren
kamen 1,5 ml ReaktionsgefdaBe der Marke Sarstedt, Nimbrecht sowie NaCl-Lésung
0,9 % ad us. vet., 500 ml, der Firma Braun, Melsungen zum Einsatz. Sterile 5, 2 und
1 ml Spritzen des Herstellers Terumo Syringe, Belgien wurden ebenfalls verwendet.
Zur Blutverdiinnung wurde das Heparinpraparat Liquemin N 25.000 in Ampullenform
von Roche, Basel verwendet und als nichtsteroidales Antiphlogistikum Finadyne der
Firma Schering-Plough Santé Animale. AuBerdem wurde Oculotect Gel des Herstellers
Novartis sowie Nutri plus der Virbac Tierarzneimittel GmbH zur Anwendung gebracht.
Ein Ultraschallbad, eine Zentrifuge der Marke Sigma 3 K 12, ein Schiittler und ein
Schittelwasserbad wurden ebenfalls benutzt.

5.4.2.3 Vorbereitung der Ratten

Zur Vorbereitung der Ratten fir die Bioverfligbarkeitsstudie wurden den Tieren nach
einer etablierten Methode Silikonkatheter mit lokal antiinflammatorischen und
antithrombotischen Eigenschaften in die V. jugularis und die A. carotis implantiert.
Dies geschah nach einer flinftagigen Eingewdhnungszeit und unter einer Narkose mit
Xylazin (10 mg/kg) und Ketamin (70 mg/kg). Nach der Operation wurden die Tiere
antiphlogistisch mit Finadyne (1 mg/kg) und antibiotisch mit Amoxicillin 15 %
(10 mg/kg) behandelt und postoperativ bis zum Aufwachzeitpunkt berwacht und
warm gehalten.

5.4.2.4 Gewinnung der Blutproben

Die Blutproben wurden durch Entnahme von jeweils 300 pl Vollblut Uber den
arteriellen Silikonkatheter (siehe Kap. 5.4.2.3) gewonnen. Dies wurde zu den
festgelegten Probenentnahmezeitpunkten (siehe Kap. 5.4.2.1) durchgeflihrt. Dabei
wurde vor der Entnahme des Blutes die im Katheter enthaltene Heparinl6sung
zusammen mit einigen Mikrolitern Blut angesaugt und verworfen. Die eigentliche
Blutentnahme erfolgte daraufhin mit Multivette 600 Kalium-EDTA-ROhrchen (siehe
Kap. 5.4.2.2). Um ein Dichtsetzen des Katheters durch geronnenes Blut zu
verhindern, wurden 200 pl einer Heparinlésung (50 IE Heparin/ml) durch den
Katheter gesplilt. Die Heparinldsung wurde durch Verdiinnung von 5 ml Liquemin N
25.000 zu einem Volumen von 500 ml mit 0,9 %iger Natriumchloridldsung erhalten.
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5.4.2.5 Gewinnung der Plasmaproben

Zur Herstellung von Plasmaproben aus den zuvor gewonnenen Vollblutproben
mussten die korpuskuldaren Bestandteile aus den Proben entfernt werden. Dies
geschah sofort nach der Gewinnung der Blutproben durch Zentrifugation bei 4 °C
und 300 RPM (1500 g). Das im Uberstand befindliche Plasma wurde abpipettiert und
in 1,5 ml ReaktionsgefdBe uberflinrt. Die erhaltene Menge der Plasmaproben
variierte von 70 bis 150 pul. Sie wurden bei -80°C eingefroren. Der
Zentrifugationsriickstand der Proben von drei Ratten, einer, die Zanamivir i.v.
erhalten hatte, und zweier, die das Prodrug p.o. erhalten hatten, bestehend aus dem
bei der Plasmagewinnung anfallenden Hamatokrit wurde ebenfalls bei -80 °C
eingefroren, um bei der folgenden Analytik gegebenenfalls Metaboliten darin
nachweisen zu kdénnen.

5.4.2.6 Vorbereitung der Proben

Durch Zugabe von Acetonitril in HPLC-Qualitat zum Plasma im Verhaltnis 1:1 wurden
die Proteine gefallt. Danach wurden die Proben 15 min geschittelt, im Ultraschallbad
flr eine Minute homogenisiert und erneut 5 min geschiittelt. AnschlieBend folgte eine
Zentrifugation bei 10.000 g fur 10 min. Der jeweils bei der Zentrifugation anfallende
Uberstand wurde abgenommen und in 1,5 ml ReaktionsgefdBe (iberfiihrt. Die
Probenmengen sollten flir ein Injektionsvolumen von 50 pl innerhalb der LC/MS-
Methode ausreichen. Die Hamatokritproben wurden jeweils mit 200 pl Acetonitril
versetzt und im Ultraschallbad flir 5 min homogenisiert. Dieser Prozedur folgte eine
funfzehnmindtige Schuttelperiode, bevor auch hier eine Zentrifugation bei 10000 g
erfolgte. Von den anfallenden Uberstidnden wurden jeweils 150 pl abpipettiert und
wiederum in 1,5 ml ReaktionsgefadBe pipettiert. Die so erhaltenen Proben wurden vor
den Messungen bei -80 °C gelagert.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Gegenstand der vorliegenden  Dissertation war die Synthese von
MHydroxyguanidinderivaten von Neuraminidasehemmestoffen. Die beiden derzeit auf
dem Markt verfligbaren Inhibitoren Zanamivir und Oseltamivir sind Verbindungen mit
einer Carbonsdaure- und einer basischen Funktion, einem primdaren Amin bei
Oseltamivir und einem Guanidin bei Zanamivir. Wahrend im Oseltamivir die
Carbonsaure bereits verestert vorliegt und im Rahmen der Biotransformation zur
aktiven Form, der Carbonsaure hydrolysiert wird, liegt die Carbonsaure im Zanamivir
unverestert vor. Guanidine sind flir die Wirkung der Neuraminidasehemmstoffe ein
sehr wertvolles Strukturelement. Nachteilig ist allerdings dessen hohe Basizitat, die
zu einer Protonierung unter physiologischen Bedingungen fiihrt (siehe Kap. 2).
Geladene Verbindungen werden nur schlecht systemisch absorbiert und sind deshalb
in aller Regel nicht oder nur unzureichend peroral bioverfligbar. Da dies bei
Neuraminidasehemmstoffen nicht zuletzt im Hinblick auf eine gute Compliance beim
Patienten und vor allem auf bessere Verteilungsmdglichkeiten innerhalb der
Bevolkerung wiinschenswert ware, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
MHydroxyguanidinderivate von Neuraminidasehemmstoffen als bifunktionelle
Prodrugs synthetisiert, die durch enzymatisch-reduktive Bioaktivierung nach
Aufnahme in den sytemischen Kreislauf zur aktiven Form bioaktiviert werden sollten.
Die Carbonsaureesterstruktur blieb im Fall von Oseltamivir erhalten und wurde bei
Zanamivir synthetisch zuganglich gemacht. Abbildung 5.1 zeigt die Strukturen von
Zanamivir und Oseltamivir sowie deren A-Hydroxyguanidinderivate.
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Abb. 5.1: Strukturen von Zanamivir und Oseltamivir sowie ihren
N-Hydroxyguanidinderivaten

Da Oseltamivir oral verfligbar ist, lag der Schwerpunkt im Rahmen einer Testung auf
Zanamivir-Prodrugs. Eine Aussage Uber die orale Bioverfligbarkeit des bifunktionellen
Prodrugs von Zanamivir sollte durch eine Bioverfligbarkeitsstudie in Ratten
gewonnen werden (siehe Kap. 4). Im Verlauf dieser Studie sollte in entsprechenden
Plasmaproben nach peroraler Gabe die Wirkform oder postulierte Metaboliten
(siehe Abbildung 2.3) qualitativ und mdglichst quantitativ nachgewiesen werden. So
sollte ein Erkenntnisgewinn Uber pharmakokinetische Parameter des Prodrugs
gewonnen werden. Die im Verlauf dieser Arbeit angestrebten strukturellen
Modifikationen des Molekiils Zanamivir, das heisst die Einflihrung einer
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Ethylesterstruktur und die Umwandlung der Guanidinfunktion in eine
MHydroxyguanidinfunktion, sollten die Lipophilie der Substanz erhéhen und durch
Erniedrigung der Basizitat die Protonierung im Magen nach peroraler Aufhahme
vermindern und somit die Absorptionsrate erhéhen. Interpretiert man die Ergebnisse
aus der Bioverfligbarkeitsstudie mit Ratten, so konnten diesbeziiglich mit der im
Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen Analytik (siehe Kap. 5.4.1.3)
keine Werte nach peroraler Applikation erhalten werden. Eine orale Bioverfligbarkeit
konnte somit nicht nachgewiesen werden. Ursachen hierflir kbnnten neben den in
Kap. 3.1.12 diskutierten synthetisch-praparativen Problemen und der innerhalb der
Bioverfiigbarkeitsstudie durch die schnelle Elimination und die somit kurze
Halbwertszeit schwere Erfassbarkeit der Messwerte (siehe Kap. 5.3) die immer noch
zu hohe Hydrophilie der Substanz sein. Die Derivatisierungen am Molekiil von
Zanamivir konnten die Lipophilie offenbar nicht in dem Umfang erhéhen, dass eine
ausreichende Absorption durch Diffusion zu erreichen ist.

Fir weitere Forschung in dieser Richtung wdre also eine Synthesestrategie
erforderlich, die zu einer Erhéhung der Gesamtlipophilie des Molekils fuhrt. Als
Mdglichkeiten waren hier, wie bereits in Kap. 3.4 diskutiert, die Einflihrung
aromatischer Reste wie eines Benzylrests durch Veresterung mit Benzylalkohol statt
einer ethanolischen Veresterung zu nennen. Ob solche MaBnahmen erfolgreich sein
werden, hangt davon ab, ob man die insgesamt hohe Hydrophilie des zuckerartigen
Grundkoérpers von  Zanamivir, insbesondere die der Glycerol-Seitenkette,
kompensieren kann oder ob hierflir die Etherstruktur wie bei Oseltamivir aufgrund
ihres lipophileren Charakters eher von Vorteil ist. Die Strategie, Guanidine durch
MHydroxyguanidine zu ersetzen, scheint aufgrund der diesbezliglichen Ergebnisse
mit den Prodrugs von Amidinen, den Amidoximen (siehe Kap. 1.1.3.3.3), unabhangig
von den Ergebnissen dieser Arbeit ein Erfolg versprechender Ansatz zu sein.
Winschenswert ware es jedoch, wenn die zu derivatisierende Struktur weniger
hydrophile Substituenten aufweisen wiirde. Dies ist bei Oseltamivir der Fall, bei dem
die Seitenkette durch einen lipohileren Isopentoxyrest ersetzt wurde. Fir den
spateren Erhalt von Bioverfligbarkeitsdaten des A~Hydroxyguanidinderivates von
Oseltamivir ware es eventuell von Interesse, alle mdglichen Metaboliten zu
synthetisieren.
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Ein weiteres interessantes Ziel auf dem Gebiet der Neuraminidasehemmestoffe konnte
zudem die Abwandlung der Struktur des Cyclopentanderivates Peramivir sein
(siehe Kap. 1.3.4.3). Diese besitzt weder einen heterocyclischen zuckerartigen
Grundaufbau wie Zanamivir, noch zu stark hydrophile Seitenketten. Auch dieser
Neuraminidasehemmstoff besitzt eine Carbonsaure und eine Guanidinfunktion. Diese
beiden Strukturelemente kénnte man durch Veresterung der Carbonsaure bzw. durch
Uberfiihrung des Guanidins in ein AtHydroxyguanidin, in gleicher Weise wie fiir
Zanamivir durchgefihrt, derivatisieren. Abbildung 5.2 zeigt die Struktur von Peramivir
im Vergleich zu der von Zanamivir.

OH
OH

HO COOH 0 COOH
H HO
OYN |
0) N
H,C YH
HN.__NH, HN.__NH,
Y b
NH

NH

Peramivir Zanamivir

Abb. 5.2: Strukturen von Peramivir und Zanamivir im Vergleich

Die mit unter 3 % schlechte Bioverfligbarkeit von Peramivir kdnnte mdglicherweise
durch diese strukturellen Modifikationen in einen Bereich angehoben werden, in dem
nach peroraler Gabe wirksame Plasmaspiegel auftreten kdnnen. Dies wadre in
weiteren Biotransformationsstudien oder Bioverfiigbarkeitsstudien in geeigneten
Tiermodellen zu Gberpriifen.

AbschlieBend bleibt allerdings festzuhalten, dass im Rahmen dieser Arbeit die
Eignung von A-Hydroxyguanidinderivaten als Prodrugs von Guanidinen im Fall von
Neuraminidasehemmstoffen nicht verifiziert werden konnte.
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Da zur Klarung einer solchen Problematik jedoch substanzspezifische Eigenschaften
wie Basizitat und Lipophilie im jeweils individuellen Fall erwogen werden miissen,
erscheint es keineswegs ausgeschlossen, dass dieses Prinzip der Derivatisierung
sowohl bei anderen Neuraminidasehemmstoffen als auch bei Arzneistoffen aus
anderen therapeutischen Bereichen zur Anwendung gelangen kdnnte, um so die
orale Bioverfuigbarkeit zu verbessern.
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KURZFASSUNG

Basische Arzneistoffe mit funktionellen Gruppen wie Amidinen und Guanidinen liegen
unter physiologischen Bedingungen protoniert vor und sind damit in der Regel zu
hydrophil, um in ausreichendem MaB absorbiert werden zu kénnen. Eine geeignete
Mdglichkeit, die orale Bioverfiigbarkeit zu verbessern, stellt die Verwendung ihrer
Mhydroxylierten Derivate, der Amidoxime und der A-Hydroxyguanidine, als Prodrugs
mit niedrigerer Basizitdt dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
MHydroxyguanidinderivate der Neuraminidasehemmstoffe Zanamivir und Oseltamivir
mit veresterten Carbonsaurefunktionen synthetisiert, die als bifunktionelle Prodrugs
fungieren sollten. Nach Bioaktivierung durch A~Reduktion und Esterspaltung sollte im
Korper die Wirkform mit Guanidinfunktion und freier Carbonsdure freigesetzt werden.
Die orale Bioverfligbarkeit des entsprechenden A+Hydroxyguanidinderivates von
Zanamivir wurde in einer Bioverfliigbarkeitsstudie an Ratten im Vergleich zur
intraventsen Applikation seiner Wirkform getestet. In dieser konnte nach peroraler
Applikation kein messbarer Plasmaspiegel nachgewiesen werden. Somit konnte der
Nachweis fiir eine Verbesserung der Bioverfligbarkeit des Zanamivirs durch perorale
Applikation seines bifunktionellen Prodrugs nicht erbracht werden. Zurtickzuftihren ist
dies vermutlich auf die immer noch zu hohe Hydrophilie des Molekils, die durch
weitergehende synthetische MaBnahmen weiter gesenkt werden muss, damit nach
oraler Applikation wirksame Plasmaspiegel erreicht werden kénnen.






ABSTRACT

Basic drugs with functional groups like amidines or guanidines are protonated under
physiological conditions and normally too hydrophilic to be absorbed with a sufficient
rate. A convenient method to increase the oral bioavailability is to use their
Mhydroxylated derivatives, the amidoximes and Arhydroxguanidines, as prodrugs
with lower basicity. In this dissertation AM-hydroxguanidine derivatives of the
neuraminidase inhibitors Zanamivir and Oseltamivir with esterified carboxylic acids to
be used as bifunctional prodrugs have been synthesized. After bioactivation via
Mreduction and cleavage of the ester the effective compound with guanidine and
free carboxylic acid should be liberated. Thus the oral bioavailability of the
Mhydroxyguanidine derivative of Zanamivir has been tested in rats in comparison to
the intravenous application. In this study no measurable plasma level after oral
administration could be detected. So no evidence of an increase in bioavailability of
Zanamivir by the use of its bifunctional prodrug was provided. One reason could be
that the hydrophilicity of the prodrug is still too high. It has to be lowered by further
synthetical methods to achieve reasonable plasma levels.



