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Nach der Aufkl�rung des mevalonatunabh�ngigen Biosyn-
theseweges der Isoprenoide (Schema 1) Mitte der 1990er
Jahre[1] wurde an Hochschulen und in der Industrie intensiv
daran geforscht, diesen essenziellen Biosyntheseweg f�r die
Identifizierung neuer Antibiotika, Antimalariamittel und
Herbizide zu nutzen.[2] Wegen zunehmender Resistenzen von
Unkr�utern und Humanpathogenen gegen die etablierten
Wirkstoffklassen gibt es einen erheblichen Bedarf an Sub-
stanzen mit neuen Wirkmechanismen. Die Enzyme des me-
valonatunabh�ngigen Isoprenoid-Biosynthesewegs sind be-
sonders interessante Targets f�r Herbizide und Arzneimittel,
da keine homologen Enzyme aus diesem Biosyntheseweg
beim Menschen bekannt und daher keine Target-basierten
Nebenwirkungen zu erwarten sind.

Die 1980 in den Markt eingef�hrten Hemmstoffe der p-
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD) sind die bisher
letzten Herbizide mit neuem Wirkmechanismus.[3] Durch die
Resistenz von Unkr�utern gegen nahezu alle verf�gbaren
Herbizide, vor allem auch gegen das kommerziell bedeu-
tendste Herbizid Glyphosat,[4] ist die Identifizierung neuer
herbizider Wirkmechanismen von wesentlicher Bedeutung
f�r die zuk�nftige Nahrungsmittelproduktion. Daher wurde
ein Programm zur Identifizierung von Hemmstoffen des

mevalonatunabh�ngigen Isoprenoid-Biosyntheseweges in
Pflanzen initiiert.

Das herbizide Potenzial der Hemmstoffe dieser Enzyme
wurde �ber Antisense-Experimente validiert;[5] zwei Inhibi-
toren mit herbizider Aktivit�t sind bereits bekannt: Keto-
clomazon f�r das Enzym DXS (1-Desoxy-d-xylulose-5-phos-
phat-Synthase, EC 2.2.1.7)[6] sowie Fosmidomycin f�r das
Enzym DXR (1-Desoxy-d-xylulose-5-phosphat-Reduktoiso-
merase, auch IspC genannt, EC 1.1.1.267).[7] F�r die nach-
folgenden Enzyme des Biosyntheseweges, IspD bis IspH,
wurden erst vor Kurzem Inhibitoren f�r IspE[8] und IspF[9]

beschrieben.

Schema 1. Der mevalonatunabh�ngige Biosyntheseweg zu Isoprenoi-
den.[1] DXS: 1-Desoxy-d-xylulose-5-phosphat-Synthase (EC 2.2.1.7),
IspC/DXR: 1-Desoxy-d-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase
(EC 1.1.1.267), MEP: 2C-Methyl-d-erythritol-4-phosphat, IspD: 4-Di-
phosphocytidyl-2C-methyl-d-erythritol-Synthase (EC 2.7.7.60), CTP: Cyti-
dintriphosphat, CDP-ME: 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-d-erythritol,
IspE: 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-d-erythritol-Kinase (EC 2.7.1.148),
IspF: 2C-Methyl-d-erythritol-2,4-cyclodiphosphat-Synthase
(EC 4.6.1.12), IspG: 2C-Methyl-d-erythritol-2,4-cyclodiphosphat-Reduk-
tase (EC 1.17.4.3), IspH: 1-Hydroxy-2(E)-methylbutenyl-4-diphosphat-
Reduktase (EC 5.3.3.2), IPP: Isopentenyldiphosphat, DMAPP: Dimethyl-
allyldiphosphat.
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Da IspD durch Antisense-Experimente als essenziell f�r
Pflanzen validiert werden konnte, sollten Hemmstoffe dieses
Enzyms eine herbizide Wirkung zeigen.[10] Daher wurde bei
der BASF eine propriet�re Substanzbank mit ca. 100 000 nach
maximaler Diversit�t ausgew�hlter Verbindungen im Hoch-
durchsatz-Screening (HTS, f�r Details zum verwendeten
Assay siehe die Hintergrundinformationen) auf Hemmung
gegen das pflanzliche IspD-Enzym aus Arabidopsis thaliana
getestet.[11]

Es konnten nur wenige Treffer im submikromolaren und
mikromolaren Affinit�tsbereich identifiziert werden, wobei
das 7-Hydroxy-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyrimidin 1 mit einem
IC50-Wert von (140� 10) nm die hçchste Aktivit�t zeigte.
Basierend auf der publizierten Kristallstruktur des A.-thalia-
na-IspD-Enzyms (PDB-Code: 1W77) und Docking-Experi-
menten[12] konnte keine plausible Wechselwirkung von 1 mit
dem Enzym vorgeschlagen werden. Aus diesem Grund wurde
1 im Komplex mit diesem Enzym kristallisiert, wobei eine
Kokristallstruktur mit einer Auflçsung von 1.4 � (PDB-
Code: 2YC3) erhalten wurde (Abbildung 1; Abbildungen 1SI
und 2SI in den Hintergrundinformationen). �berraschen-
derweise bindet der Inhibitor nicht in der mutmaßlichen
Substratbindungstasche, sondern in einer sich neu bildenden,
benachbarten allosterischen Bindestelle, wodurch die ei-
gentliche aktive Tasche in ihrer Grçße reduziert wird.

Das Hydroxytriazolopyrimidin 1 hat einen pKa-Wert von
3.9 und bindet somit in deprotonierter Form, indem es die
Seitenkette von Arg157 und die Hauptketten-NH-Einheit
von Val266 verbr�ckt. Dar�ber hinaus bildet ein Stickstoff-
atom der Triazolteilstruktur mit der Hauptketten-NH-
Gruppe von Ile265 eine Wasserstoffbr�cke. Das zweite Tri-
azolstickstoffatom bindet �ber ein lokalisiertes Wassermole-
k�l an Arg157, sodass der Inhibitor �ber ein Netzwerk von
vier Wasserstoffbr�cken in der Tasche fixiert ist. Der Hete-
robicyclus ist zwischen der Wasserstoffbr�cke der Seitenket-
ten-NH-Gruppe von Gln238 mit der Hauptketten-C=O-
Gruppe von Asp262 auf der Oberseite und einem Netzwerk
von lipophilen Seitenketten der Aminos�uren Leu245, Ile265
und Val259 auf der Unterseite sandwichartig eingebettet
(Abbildung 2SI in den Hintergrundinformationen).

Die Benzylgruppe von 1 passt sich perfekt in den lipo-
philen hinteren Teil der Tasche ein, der sich aus Val266,
Val263, Ala202 und Ile240 zusammensetzt und nahezu keine
weiteren Substitutionen in dieser Position ermçglicht. Die
ortho-C-Atome am Phenylring zeigen auf die lipophilen Sei-
tenketten von Ile240 und Val263, mit C···C-Abst�nden von 3.8
und 3.9 �. Potenzielle Substituenten in meta-Position w�rden
mit der Hauptketten-C=O-Gruppe von Val239 (Abstand
CBn···O: 3.5 �) und der Seitenkette von Val263 (Abstand
CBn···C: 3.7 �) kollidieren. Die para-Position wird von der
Seitenkette von Val204 mit einem CBn···C-Abstand von 3.9 �
blockiert. Diese ausgesprochen unpolare Umgebung wird
weiterhin von der Seitenkette von Ile177 begrenzt, die eng
mit dem Cl-Substituenten des Liganden wechselwirkt (Ab-
stand C···Cl: 2.9 �, siehe Abbildung 2SI in den Hinter-
grundinformationen).

Besonders vielversprechend erschien uns die Mçglichkeit,
die Bindungsaffinit�t durch den Ersatz des konservierten
Wassermolek�ls am Eingangskanal der Tasche, das eine H-

Br�cke zum N(3)-Atom von 1 (zur Atomnummerierung siehe
Schema 2) und zur Seitenkette von Arg157 bildet (Abbil-
dung 1), durch einen geeigneten Substituenten zu erhçhen.
Um diese Option zu untersuchen und die Hypothesen auf
Grundlage der Analyse der Kokristallstruktur von 1 zu vali-
dieren, wurden 17 Derivate hergestellt (2–18 ; Tabelle 1).

Die Synthesen aller 7-Hydroxy[1,2,4]triazolo[1,5-a]py-
rimidine und 7-Hydroxypyrazolo[1,5-a]pyrimidine erfolgt
�ber den in Schema 2 f�r Ligand 1 beschriebenen Weg (ex-
perimentelle Details siehe Hintergrundinformationen). Das
Benzylmalonat 19 wurde mit dem Aminotriazol 20 konden-
siert, wodurch das Dihydroxytriazolopyrimidin 5 erhalten
wurde. Anschließende Chlorierung mit POCl3 ergab das Di-
chlorpyrimidin 21, das regioselektiv in der 7-Position mit

Abbildung 1. Rçntgenkristallstruktur von A.-thaliana-IspD, kokristalli-
siert mit 1 bei 1.4 � Auflçsung (PDB-Code: 2YC3). a) Formel von 1
und schematische Darstellung seines Bindungsmodus. b) Oberfl�che
der allosterischen Tasche. Abst�nde sind in � angegeben. Farbcodie-
rung: C grau (Enzym) und cyan (Inhibitor), N blau, O rot, Cl gr�n.
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NaOH zum 5-Chlor-7-hydroxypyrimidin 1 hydrolysiert
wurde.

Die Benzyltasche ist, wie oben beschrieben, sehr eng. Die
Einf�hrung einer zus�tzlichen Methylgruppe in der Benzyl-
position ((� )-14) verringert die Aktivit�t um einen Faktor
von �ber 100 gegen�ber der von 2. In �hnlicher Weise ergab
auch die Einf�hrung von Substituenten am Phenylring eine
verringerte Aktivit�t (vgl. 2 mit 15–17).

Alle �nderungen am Heterobicyclus mit Ausnahme der
3-Position f�hrten ebenfalls zu einer signifikanten Verringe-
rung der Aktivit�t (vgl. 4–7, 13). Der Ersatz von N(3) von 1
durch C-Me (8) f�hrte erwartungsgem�ß zu einem drasti-
schen Aktivit�tsverlust, da das H-Br�ckennetzwerk zerstçrt

wird. Ein H-Br�ckenakzeptor in
dieser Position, der mit dem positiv
geladenen Arg157 wechselwirken
und somit das Wassermolek�l er-
setzen kann,[13] sollte die Bindung
jedoch verbessern. Abbildung 2
zeigt die Strukturen zweier solcher
Derivate, Nitril 2 und Carbons�ure
3, sowie die entsprechenden Ko-
kristallstrukturen mit dem A.-tha-
liana-IspD-Enzym (2 : 1.6 � Auflç-
sung, PDB-Code: 2YC5; 3 : 1.8 �
Auflçsung, PDB-Code: 2YMC).
Beide Liganden haben nahezu die-
selbe Bindungsgeometrie wie 1 in
der allosterischen Tasche.

Das Nitril und das Carboxylat
beteiligen sich am H-Br�ckennetz-
werk und ersetzen das Wassermo-
lek�l in der Kokristallstruktur von
1. Entsprechend zeigt das Nitril 2
einen IC50-Wert von (35� 7) nm ^

eine vierfache Aktivit�tssteigerung
bezogen auf 1 –, was auf eine ener-
getisch g�nstige Wasserverdr�n-
gung zur�ckgef�hrt werden kann.[13]

Die Aktivit�t der Carbons�ure 3
(IC50: (274� 15) mm) ist allerdings um das nahezu 2000-fache
reduziert. Dieses Ergebnis ist recht �berraschend, bedenkt
man, dass die pKa-Werte des Carbons�urerests und der aro-
matischen OH-Gruppe zu 2.32 und 5.22 bestimmt wurden,
sodass 3 vermutlich als Dianion bindet. Unsere Erkl�rung f�r
die geringe Aktivit�t von 3 ist der hohe Energieaufwand, der
f�r die Desolvatisierung des Carboxylatrests im Bindungs-
schritt notwendig ist. Ester und Amide (9–12) zeigen eine
hçhere Aktivit�t als die Carbons�ure, sind allerdings immer
noch deutlich schw�chere Liganden als 1 und 2.

Es ist bemerkenswert, dass in der Kokristallstruktur von
A.-thaliana-IspD mit Cytidinmonophosphat (CMP; PDB-
Code: 1W77) die allosterische Tasche, die von Liganden wie
1–3 besetzt wird, nicht gef�llt und auch nicht vollst�ndig ge-
bildet ist. Der Grund hierf�r liegt in Geometrie und Flexi-
bilit�t der Schleife zwischen Glu255 und Tyr268, deren Sei-
tenketten in der CMP-Struktur teilweise nicht aufgelçst sind.
Nur in Gegenwart eines geeigneten Liganden, wie 2, çffnet
die Schleife die allosterische Tasche vollst�ndig und nimmt
dabei eine geordnete Geometrie an. Abbildung 3 zeigt die
�berlagerung der Kokristallstrukturen von A.-thaliana-IspD
mit CMP und mit 2. Im unteren Teil der Abbildung findet sich
eine Vergrçßerung der Schleife beider Strukturen. W�hrend
Glu255 in der 1W77-Struktur (gr�n) und Glu255* in der
Kokristallstruktur mit 2 (grau) eine gute �berlagerung
zeigen, sieht man beginnend mit den darauffolgenden Ami-
nos�uren eine unterschiedliche Konformation der Schleife.
Besonders die Seitenkette von Glu258*, die in der Struktur
mit 2 nach außen zeigt, orientiert sich in 1W77 nach innen, in
den Bereich der allosterischen Tasche. Zus�tzlich orientiert
sich die Carboxylat-Seitenkette von Asp262* von außen (bei
1W77) in Richtung der mutmaßlichen MEP-Bindungstasche

Schema 2. Synthese des Triazolopyrimidins 1. a) NBu3, 150 8C, 8 h,
25%; b) POCl3, HNMe3Cl, 150 8C, 15 h, 48 %; c) NaOH, THF, 25 8C,
14 h, 57%.

Tabelle 1: Hemmwirkung und herbizide Aktivit�t verschiedener Azolopyrimidine auf A.-thaliana-IspD
bzw. auf Abutilon theophrasti und Setaria faberi bei 3 kg/ha.

Ligand R1 R2 R3 R4 X IC50 [mm] herbizide Aktivit�t[a]

1 Ph Cl H H N 0.14�0.01 ++ +
4 Ph Me H H N 20�3 ++ +
5 Ph OH H H N >500 n.b.
6 Ph Me CO2H H N >500 +
7 Ph Me CH2OH H N >500 0
8 Ph Cl H H C-Me 43�2 n.b.
3 Ph Cl H H C-CO2H 274�15 0
9 Ph Cl H H C-CO2tBu 38�3 0

10 Ph Cl H H C-CO2Et 9.5�0.6 0
11 Ph Cl H H C-CONH

(n-Pentyl)
18�1 n.b.

12 Ph Cl H H C-CONH2 6�0.3 n.b.
2 Ph Cl H H C-CN 0.035�0.007 +

13 Ph OH H H C-CN >500 0
(�)-14 Ph Cl H Me C-CN 3.1�0.3 0

15 2-F-Ph Cl H H C-CN 0.25�0.01 0
16 3-F-Ph Cl H H C-CN 0.27�0.02 0
17 3-Cl-Ph Cl H H C-CN 0.45�0.05 0
18 iPr Cl H H N 91�12 n.b.

[a] n.b.= nicht bestimmt.
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(bei 2YC5) und tr�gt so zur allosterischen Hemmung durch 2
bei, indem sie zum einen die aktive Tasche verkleinert und
zum anderen wahrscheinlich zu elektrostatischen Repulsio-
nen mit dem anionischen Substrat f�hrt.

Der urspr�ngliche Treffer 1 zeigte sehr gute Herbizid-
wirkung (+ + + ) im Gew�chshaus bei 3 kg/ha gegen die zwei
wichtigen Mais-Unkr�uter Abutilon theophrasti und Setaria
faberi (Tabelle 1). Die Analoga mit geringerer Target-Akti-
vit�t ergaben eine schw�chere herbizide Wirkung. Das am
Target hochaktive Nitril 2 lieferte im gleichen Test ebenfalls

eine gewisse Aktivit�t (+), allerdings geringer als die der
Leitstruktur 1. Der Ersatz des Adjuvans durch das acidere
DASH[14] erhçhte die herbizide Wirkung nach einer Woche
z. B. f�r 2 und 15 (+ + ), was auf eine Aktivit�tslimitierung
durch die Aufnahme dieser Verbindungen in die Pflanze
schließen l�sst. Die Aktivit�t dieser Verbindungsklasse liegt
in einem interessanten Bereich f�r herbizide Leitstrukturen.
F�r eine Kommerzialisierung dieser Verbindungen m�sste
allerdings die Target- und Gew�chshausaktivit�t noch um
einen Faktor von mindestens 10 gesteigert werden.

Nach unserem Wissen sind die Azolopyrimidine die
ersten beschriebenen Inhibitoren des Enzyms IspD. Die
Analyse des Bindungsmodus in der neu gebildeten allosteri-
schen Tasche und nachfolgende Strukturoptimierung ergaben
eine Aktivit�tserhçhung zu IC50-Werten von (35� 7) nm. F�r
eine Reihe Target-aktiver Analoga konnten wir zus�tzlich
herbizide Wirkung nachweisen. Eine mçgliche r�ckkopp-
lungsregulatorische Funktion der allosterischen Tasche durch
die Bindung sp�terer Produkte des mevalonatunabh�ngigen
Biosynthesewegs wird zurzeit untersucht.

Abbildung 2. Rçntgenkristallstrukturen von 2 (a, 1.6 � Auflçsung, PDB-
Code: 2YC5) und 3 (b, 1.8 � Auflçsung, PDB-Code: 2YMC), kokristalli-
siert mit A.-thaliana-IspD. Abst�nde sind in � angegeben. Farbcodie-
rung siehe Abbildung 1.

Abbildung 3. �berlagerung der beiden Kokristallstrukturen von A.-tha-
liana-IspD. Gr�n: mit CMP (PDB-Code: 1W77), grau: mit 2 (PDB-
Code: 2YC5). a) �berblick �ber das vollst�ndige Protein. b) Flexible
Schleife zwischen Glu255 und Tyr268 (mit einem Stern markierte Ami-
nos�uren gehçren zur Kokristallstruktur mit 2). Farbcodierung f�r die
Aminos�ureseitenketten und Liganden: C grau oder gr�n (Enzym) und
cyan (CMP und Inhibitor 2), N blau, O rot, Cl gr�n, P orange.
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