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H PPD-Inhibitoren verhindern die Bildung der pflanzlichen Caro-
tinoidpigmente, was wiederum zum Chlorophyllabbau fiihrt. Dieser
,» Bleaching “-Wirkmechanismus kommt bei Produkten zur Kontrolle
von Schadpflanzen in unterschiedlichen Kulturen wie Reis, Mais und
Getreide zum Einsatz. In Kombination mit einem geeigneten Safener
ldsst sich das Potential dieser Verbindungsklasse bei der selektiven
Bekidmpfung der wichtigsten Schadpflanzen, einschlieflich der rasch

zunehmenden Fille von Resistenzen gegen andere wichtige Herbi-

zidklassen, voll ausschopfen.

1. Einfiihrung

Die Sicherheit der Welterndhrung wird durch Erntever-
luste infolge von Schadpflanzen, Krankheitserregern und
tierischen Schédlingen bedroht. Wird nicht gegengesteuert,
sind es die Schadpflanzen, die schitzungsweise den grofiten
Einfluss auf die globalen Ernteertrdge haben wiirden
(Riickgang um 34 % ).l Die Kontrolle von Schadpflanzen ist
daher fiir die Gewéhrleistung der Nahrungsmittelversorgung
fiir die wachsende Weltbevolkerung von grofSter Bedeutung.

Etwa seit Mitte des letzten Jahrhunderts spielen synthe-
tische Herbizide eine zunehmend wichtige Rolle bei der
Schadpflanzenkontrolle, indem sie mechanische Bekdmp-
fungsmaBnahmen ersetzen bzw. ergidnzen. Dies gilt auch fiir
die Kontrolle auf nicht landwirtschaftlichen Flachen wie z.B.
im Schienenbereich. Herbizide, die Schadpflanzen, nicht aber
Nutzpflanzen schiadigen, werden als ,,selektiv und die an-
deren als ,nicht-selektiv® bezeichnet. Allerdings hat die
Einfiilhrung von genetisch modifizierten (GM) Sorten bei
Kulturpflanzen, welche nicht-selektive Herbizide (insbeson-
dere Glyphosat!?) tolerieren, diesen Unterschied verwischt.

Bei manchen Anbausystemen haben die Landwirte nicht
nur die mechanische Bekdmpfung von Schadpflanzen redu-
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ziert, sondern auch die Fruchtfolge
und die Anzahl der verwendeten Her-
bizide. All diese Faktoren haben den
Selektionsdruck auf einige Schad-
pflanzenarten verschirft. Im Verlauf
einiger Jahre hat dies zu Feldern gefiihrt, die Schadpflanzen
enthalten, die gegen bislang wirksame Herbizide resistent
sind.

Signifikante Resistenzen bestehen beispielsweise gegen
bedeutende Wirkmechanismen wie Acetyl-Coenzym A-
Carboxylase (ACCase), Acetolactatsynthase (ALS) und seit
kurzem gegen das wichtigste Herbizid Glyphosat.”! Es exis-
tiert daher ein wachsender Bedarf nach neuen Losungen zur
Bekidmpfung eines breiten Spektrums an Schadpflanzen,
einschlieBlich resistenter Biotypen, in Kombination mit einer
hervorragenden Nutzpflanzenselektivitiat. Der ,,Bleaching-
Herbizidwirkmechanismus des 4-Hydroxyphenylpyruvat-
dioxygenase(HPPD)-Inhibitors bietet solche Losungen.

Bei den Mitte des 20. Jahrhunderts erstmals entdeckten
Safenern handelt es sich um chemische Substanzen, die dazu
fithren, dass Nutzpflanzen (nicht aber Schadpflanzen) Her-
bizide schneller abbauen. Dadurch stellen sie sicher, dass
Herbizide zwar weiter die Schadpflanzen kontrollieren, die
Nutzpflanzen jedoch nur wenig oder gar nicht schiadigen. Auf
diese Weise liefern die Safener eine Selektivitdtstechnologie,
die eine Alternative zu der kiirzlich entwickelten GM-Me-
thode darstellt. Bislang wurden etwa 15 Safener kommerzia-
lisiert, von denen jedoch einige bereits schon wieder ersetzt
wurden.

In diesem Kurzaufsatz mochten wir die Geschichte der
HPPD-Entdeckungen umreiffen und beschreiben, wie die
Bayer CropScience AG (BCS) ihre eigenen HPPD-Verbin-
dungen fand. Zudem mochten wir einen Einblick in die Sa-
fener geben, die BCS zur Erzielung der notwendigen Nutz-
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pflanzenselektivitdt entwickelt und mit den HPPD-Herbizi-
den kombiniert hat. Diese Beispiele zeigen, wie wertvoll diese
Kombinationen aus HPPD-Inhibitor plus Safener sind und
welche Moglichkeiten sie als ausgezeichnete Losungen fiir
eine moderne und nachhaltige Landwirtschaft bieten.

2. Entdeckung der HPPD-Inhibitoren
2.1. Chemie

Anfang der 70er Jahre entwickelte die Firma Sankyo Py-
razolynat (1; Schema 1) das in den 80er Jahren auf den Markt

° ol o @]
7
\ N o al
/N o] cl %
0 — N |
43/ \N le)
o T
1 2
Pyrazoxyfen

~o

3

Pyrazolynat Aktive Verbindung (Wirkstoff)

Schema 1. Reis-HPPD-Herbizide Pyrazolynat (1) und Pyrazoxyfen (2)
und ihre Metabolisierung zur aktiven Verbindung 3.

kam. Thm folgte 1985 Pyrazoxyfen (2) von Ishihara. Beide
Verbindungen waren fiir die Kontrolle von Schadpflanzen im
Reisanbau konzipiert. Es handelt sich bei den Substanzen um
Prodrugs, die das Hydroxypyrazol 3 freisetzen. Heute weil3
man, dass 3 die herbizide Aktivitét iiber eine Bindung an das
HPPD-Enzym bewirkt. Diese ersten HPPD-Inhibitoren
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kontrollieren einjéhrige sowie mehrjdhrige Schadpflanzen in
Reisfeldern bei einer Aufwandmenge von 34 kg a.i./ha.[¥Il+-6]

1982 entdeckte die Firma Stauffer (eine Vorgidngerge-
sellschaft von ICI, heute Syngenta) HPPD-Inhibitoren vom
Triketontyp, die interessanterweise mit dem Naturstoff Lep-
tospermon (4; Abbildung 1) verwandt sind, welches eine
schwache HPPD-Herbizidwirkung aufweist.”
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Abbildung 1. Struktur von Leptospermon (4).

Bei Stauffer war das urspriingliche Ziel jedoch, andere
funktionelle Imitatoren der Oximino-Einheit von Seth-
oxydim (5; Abbildung 2), einem ACCase-Herbizid, herzu-
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Abbildung 2. Strukturen von Sethoxydim (5), der Leitstruktur 6 und
dem ersten Triketon-HPPD-Inhibitor 7.

stellen. Nach einer ersten vielversprechenden Herbizidwir-
kung von Verbindung 6 lieferten weitere Strukturvariationen

[*¥] a.i.=active ingredients (Wirkstoff); gemeint ist grundsitzlich die
Verbindung, egal ob es sich um ein Prodrug handelt oder nicht.
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das 2-Chlorbenzoyl-Derivat 7 mit einer noch besseren Her-
bizidwirkung sowie, iiberraschenderweise, einer Bleichsymp-
tomatik.

Intensivierte Forschung auf diesem Gebiet fiihrte zur
Entwicklung und Markteinfiihrung der Mais-HPPD-Herbi-
zide Sulcotrion (8; im Nachauflauf; Abbildung 3) und spiter

OH O <¢ OH O NO,
i ;o ‘! SO,Me i ;o ‘ SO,Me
9

Abbildung 3. Strukturen von Sulcotrion (8) und Mesotrion (9).

Mesotrion (9; im Vor- und Nachauflauf). Beide Substanzen
kontrollieren hauptsichlich breitbléttrige Schadpflanzen und
sind anders als Pyrazolynat die eigentlichen HPPD-Inhibito-
ren (keine Prodrugs).!

Ende der 80er Jahre identifizierte man bei Rhone-Poulenc
(eine Vorgingergesellschaft von BCS) eine interessante neue
Leitstruktur, aus der mittels Optimierung Isoxaflutol (10;
Schema 2) entwickelt wurde (1991 erstmals patentiert™).
Damit etablierte sich eine neue Klasse von HPPD-Inhibito-
ren, diesmal mit einem Isoxazol-Heterocyclus. Isoxaflutol war
das erste HPPD-inhibierende Herbizid zur Breitbandbe-
kdampfung (Griser und breitbléttrige Schadpflanzen) und
auch das erste zur Anwendung im Mais im Vorauflauf. Eine
Synthesemoglichkeit von Isoxaflutol ist in Schema 2 darge-
stellt und beginnt mit 2-Chlor-4-trifluormethylbenzoesidure
(11). Durch aromatische nukleophile Substitution mit Natri-
umthiomethylat und anschlieBende Oxidation des Thioethers
zum Sulfon gelangt man zum Substitutionsmuster der Ben-
zoyl-Einheit des Isoxaflutol-Molekiils. Das Saurechlorid der
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Schema 2. Synthese von Isoxaflutol (10).

Benzoesdure 13 acyliert das Magnesiumenolat des tert-Butyl-
3-cyclopropyl-3-oxopropionats (15), welches im nichsten
Schritt decarboxyliert wird. Nach einer Kondensationsreak-
tion mit Triethylorthoformiat liefert ein abschlieBender
Ringschluss mit Hydroxylamin das Zielprodukt Isoxaflutol.”!

Bei den HPPD-Inhibitoren vom Isoxazoltyp handelt es
sich um eine neue Art von Prodrug, welche im Boden und in
der Pflanze rasch zu den entsprechenden Diketonitrilen, den
herbizidaktiven Einheiten, metabolisiert werden (Sche-
ma 3).0%

o =+
Nul/'\v Nu -
H ~Q  SOMe ; SO,Me
C
NCD -
\
(°r CF3 CF3
10
Isoxaflutol
SO,Me O OH SOMe
M V)K(k@
CN
CF3
Diketonitril

Schema 3. Metabolismus und Prodrug-Prinzip von Isoxaflutol (10).

2006 brachte BASF das neue Hy-

—Q
droxypyrazol Topramezon (20; Abbil- i i
dung 4) auf den Markt. In der Nach- N |
auflaufanwendung kontrolliert Topra- N ou SO,Me
mezon ein breites Spektrum an ein- 20

jahrigen Grésern und breitbléttrigen Abbildung 4. Struktur
Schadpflanzen. Die ausgezeichnete yon Topramezon
Vertréglichkeit in Mais beruht auf ei-  (20).
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nem rascheren Metabolismus und einer schwicheren Bin-
dung an das HPPD-Enzym in der Nutzpflanze.'!

Seit 2008 ist ein weiteres Hydroxypyrazol, Pyrasulfotol
(21; Schema 4), von BCS zur Nachauflaufkontrolle eines
breiten Spektrums von breitbléttrigen Schadpflanzen ver-

O  SO,Me O  SO,Me
HO SOCl, a
CF3 CF3
13 14
O  SO,Me
/ o] SO,Me -
N [CN] N/
N O \N I
h / / OH CF;
] CF;
N.N\ OH 23 21
| Pyrasulfotol

Schema 4. Synthese von Pyrasulfotol (21).

fiigbar. Dieses Herbizid ermoglichte erstmals die HPPD-
Unkrautbekdmpfung im Getreideanbau (Weizen, Gerste und
Triticale). Pyrasulfotol wurde 1999 durch Kombination der 2-
Methansulfonyl-4-trifluormethylbenzoyl-Einheit von Isoxa-
flutol mit dem 5-Hydroxy-1,3-dimethylpyrazol-Heterocyclus
22 von Pyrazolinat gefunden.®!

Durch intensive Variation der Benzoyl-Einheit fand man
bei AgrEvo (eine Vorgingergesellschaft von BCS) spezielle
Seitenketten in Position 3 und entwickelte so erfolgreich die
neuen Wirkstoffe Tembotrion (24; Schema 5) und Tefuryl-
trion (25). Seit 2007 ist Tembotrion als Herbizid zur Kontrolle
von breitbléttrigen Schadpflanzen und Grésern im Maisan-
bau erhiltlich, drei Jahre spiter wurde Tefuryltrion zur
Kontrolle von Schadpflanzen in Reis auf den Markt ge-
bracht.*!?l Die chemische Synthese dieser Verbindungen
beginnt mit einer aromatischen nukleophilen Substitution im
2,6-Dichlortoluol (26) mit einer Methylthio-Gruppe. Eine
Friedel-Crafts-Acylierung, gefolgt von einer Thioether- und
Hypochlorit-Oxidation der Acetylgruppe mittels einer Ha-
loform-Reaktion liefert die Benzoesidure 30. Diese Verbin-
dung kann (nach der Veresterung) unter Bedingungen, die die
Radikalsubstitution begiinstigen, an der Methylgruppe zu
dem Schliisselintermediat 32 bromiert werden. Dieses kann
an der Benzyl-Position mit einer Vielzahl von Nukleophilen,
insbesondere Alkoholen wie Trifluorethanol und (Tetrahy-
drofuran-2-yl)methanol substituiert werden, was nach Ver-
seifung die neuen Benzoyl-Einheiten 33 und 34 ergibt. Ab-
geschlossen wird die Synthese von Tembotrion und Tefuryl-
trion durch die Veresterung des Sdurechlorids mit 1,3-Cy-
clohexandion (35) und die Umlagerung des Enolesters
(Schema 5).1!

Es sollte erwidhnt werden, dass alle HPPD-Inhibitoren in
tautomeren Formen vorliegen, wie bereits in Schema 3 fiir
das Diketonitril 19 gezeigt wurde.

Abbildung 5 zeigt eine Zeitachse beziiglich der bislang
auf dem Markt erhéltlichen HPPD-Inhibitoren.
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Schema 5. Synthesen von Tembotrion (24) und Tefuryltrion (25).

33 R=CH,CF;

1. ROH
2. NaOH

Tembotrion

Tefuryltrion

_ 1| 2010 Tefuryltrion BCS
2008 Pyrasulfotol BCS
2007 Tembotrion BCS
2006 Topramezon BASF
2001 Benzobicyclon SDS Biotech
2001 Mesotrion Svngenta
1996 Isoxaflutol Rhone-Poulenc
1991 Sulcotrion ICI

1987 Benzofenap Mitsubishi Petrochemical

1§ | 1985 Pyrazoxyfen Ishihara
| 1980 Pyrazolinat Sankyo

Abbildung 5. Zeitachse der HPPD-Marktprodukte.
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2.2. Wirkmechanismus

Das Herbizid-Zielenzym HPPD katalysiert die oxidative
Decarboxylierung und die Umlagerung von p-Hydroxyphe-
nylpyruvat (HPP; 38) zu Homogentisat (HGA) 39 (Sche-
ma 6).14

o
o o
OH
o HPPD
o]
HO HO
38 0, €O, 39
HPP HGA

Schema 6. HPPD-katalysierte Umwandlung von HPP (38) zu HGA
(39).

Diese Umwandlung stellt einen frithen Schritt im Verlauf
des Tyrosinabbaus dar. Noch entscheidender ist aber, dass
HGA die wichtigste Vorstufe fiir die Biosynthese von To-
copherolen und Plastochinon ist. Tocopherole sind Antioxi-
dantien, die fiir das Wachstum und die Stresstoleranz der
Pflanze notwendig sind, Plastochinon ist ein wesentlicher
Cofaktor bei der Photosynthese und der Biosynthese von
Carotinoiden. Diese Pigmente schiitzen die Pflanzen vor den
schiadlichen Auswirkungen von Singulett-Sauerstoff, der bei
starker Sonneneinstrahlung entsteht. Die Inhibition der Ca-
rotinoid-Biosynthese durch HPPD-Inhibitoren fiihrt zu ei-
nem Ausbleichen und anschlieBendem Absterben der be-
handelten Pflanzen (Abbildung 6).1°!

Kein Herbizid
Carotenoide regulieren die
Lichtmenge, die das
Chlorophyll erreicht -

sie dienen als Schutz.

Herbizidbehandlung
Schadliche Lichtintensitat
zerstért das Chlorophyll.
UbermaRige Lichteinwirkung
fuhrt zu einer Ausbleichung.

4

Ultraviolettes Licht (schadlich)
Sichtbares Licht (nutzbar)

=>

Abbildung 6. HPPD-Inhibitoren zerstéren den UV-Schild der Pflanzen.

2.3. Kristallstruktur und Beziehung zwischen Struktur und
Wirkung

Bei den HPPD handelt es sich um Nichthim-Fe"-haltige
Dioxygenasen. Die Kristallstrukturen von HPPD zeigten,
dass sie Homodimere sind.'*!”! Die Monomere bestehen je-
weils aus zwei Doménen mit dhnlicher Topologie. Die Do-
minen umfassen von o-Helices umgebene tonnenformige f3-
Faltblitter. Das aktive Zentrum befindet sich innerhalb eines
offenen, verdrehten, aus sieben (3-Strangen bestehenden f3-
Faltblattes und enthélt zwei streng konservierte Histidine und
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ein Glutamat, die das katalytische Eisen halten. Dieses ok-
taedrisch koordinierte Eisen bindet die chelatbildenden
Einheiten der HPPD-Inhibitoren und vermutlich auch die
Substratsauerstoffatome im Ubergangszustand (Abbil-
dung 7). Die Haupttriebkrifte fiir die Bindung der Inhibito-

Abbildung 7. Réntgenstruktur der HPPD. Die orangefarbene Kugel
zeigt die Position des Eisen-lons an.

ren sind die Wechselwirkungen zwischen dem chelatbilden-
den Sauerstoff und dem katalytischen Eisen sowie das Ver-
graben der hydrophoben Inhibitoratome in die hydrophoben
Proteintaschen. Diese beiden entscheidenden Vorgénge las-
sen sich bei Tembotrion gut beobachten (Abbildung 8), wo
der aromatische Ring sich zwischen den Seitenketten zweier
Phenylalanine befindet. Diese Abbildung stellt auch dar, dass
der Substituent in 3-Position des aromatischen Rings in eine
grofle offene Tasche zeigt, was die hohe Variabilitit der
Substituenten an dieser Position erklért.

Es wurde beobachtet, dass HPPD zwei unterschiedliche
Konformationen (,,offen“ und ,geschlossen®) annehmen

J .
Glu394
His308
Phe381
o

Leu368 i
. Fe His226

Leud27 Asn423
Phe424

Pro280
Abbildung 8. Kristallstruktur von Tembotrion mit HPPD aus Arabidop-
sis thaliana. Das aktive Zentrum besteht aus zwei streng konservierten
Histidinen (His226 und His308) und einem Glutamat (Glu394), die
das katalytische Eisen-lon binden. Der aromatische Ring des Tembotri-
ons befindet sich zwischen den Seitenketten von Phe381, Leu368,
Phe424 und Leu427, was erheblich zur hydrophoben Wirkung beitrégt.
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kann und Tembotrion an die offene Form bindet. Dies gilt fiir
viele verschiedene HPPD-Inhibitor-Klassen mit einer che-
latbildenden Einheit vom Cyclohexandion-, Hydroxypyrazol-
oder Diketonitriltyp, was die dhnliche Beziehung zwischen
Struktur und Wirkung in dieser Verbindungsklasse erklért.

Im Allgemeinen lésst sich die Analyse der Beziehungen
zwischen Struktur und Wirkung in der HPPD-Chemie in zwei
Teile gliedern: die Aryl- und die chelatbildende Einheit. Die
chelatbildende Einheit ist fiir die Bindung an das aktive
Zentrum des HPPD-Enzyms verantwortlich. An der Aryl-
einheit werden dagegen viele verschiedene Substitutions-
muster fiir die Inhibierung toleriert. Sie helfen bei der Va-
riation der physikalisch-chemischen Eigenschaften wie z.B.
der Aziditdt und der Polaritit, um eine leichte Aufnahme und
den reibungslosen Transport zum Zielort zu gewihrleisten.
Eine besonders gute biologische Wirksamkeit fand sich bei
2,4- und 2,3,4-Benzoyl-Substitutionsmustern. An Position 2
sind Cl-, NO,-, SO,Me-, CF;- und Me-Substituenten am wir-
kungsvollsten. An Position 4 werden Substituenten wie Ha-
logen-, Halogenalkyl- und Alkylsulfonyl-Gruppen bevorzugt.
An Position 3 ergibt eine Vielzahl von Substituenten wie
Heterocyclen, Alkoxy-, Alkylsulfonyl- oder Halogenalkoxy-
alkyl-Gruppen wirksame Herbizide. Auch der spezielle Me-
tabolismus bzw. dessen Fehlen modifiziert die Herbizidwir-
kung eines Inhibitors. Die Metabolisierung der Cyclohexan-
dion-Einheit in der Pflanze fiihrt beispielsweise zu einer
Entgiftung des Herbizids. Eine Substitution an dieser Einheit
kann diese Matabolisierung blockieren und so die Herbizid-
wirkung verstirken.¥

3. Entdeckung der Safener
3.1. Uberblick iiber die Entdeckung der Safener

Die Safener-Forschung begann nach einer zufélligen Be-
obachtung von Otto Hoffmann im Jahr 1947. Als Herbizid-
forscher bei der Gulf Oil Company war ihm aufgefallen, dass
Tomatenpflanzen Schidden aufwiesen, die seines Erachtens
von dem durch die Dampfstromung im warmen Gewichshaus
verbreiteten Unkrautvernichtungsmittel 2,4-D stammten.
Zuvor mit 24,6-Trichlorphenoxyessigsdure behandelte
Pflanzen schienen jedoch vor diesen Schidden geschiitzt zu
sein.'¥ Das durch diese Beobachtung angestoBene For-
schungsprogramm zu Herbizid-Safenern fiihrte schlieBlich zu
1,8-Naphthalindicarbonsdureanhydrid, einem Safener zur
Behandlung von Maissaatgut. In den auf die Entdeckung von
1,8-Naphthalindicarbonsdureanhydrid folgenden Jahren leg-
ten verschiedene Unternehmen Forschungsprogramme auf,
welche zu kommerzialisierten Safenern fithrten (Abbil-
dung 9). Diese frithe Forschung fand zunichst weitere Ver-
bindungen zur Saatgutbehandlung und identifizierte an-
schlieBend Safener, welche zur Bodenbehandlung zusammen
mit Vorauflauf-Herbiziden verwendet werden konnten. All
diese Safener eigneten sich fiir den FEinsatz bei einkeim-
blattrigen Nutzpflanzen.
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1947: 2,4,6-T schitzt
Tomaten vor 2,4-D
Dampfen
Otto Hoffmann 1978-1986: Ciba-Geigy

Oximether

Sorghum
Metolachlor
1971: Gulf Oil
1,8-Naphthalindicar- 1988: Ciba-Geigy
bons&ureanhydrid Benoxacor
Mais. i . Mais
. 1988: Ciba-Geigy
Thiocarbamate Fenclorim Metolachlor
Reis
Pretilachlor
1972: Stauffer
Dichlormid
Mais
Thiocarbamate 1983: Monsanto
Flurazole
Sorghum
Alachlor, Metolachlor 1991: Monsanto
Flurilazol
Mais, Weizen
SUs und IMIs
Saatgutbehandlung

Vorauflauf

Abbildung 9. Erste im Handel erhaltliche Safener zur Saatbehandlung
und fiir den Vorauflauf.

3.2. Safener-Entdeckung bei Bayer
3.2.1. Fenchlorazol-ethyl und Mefenpyr-diethyl

Um die volle Selektivitdt in Nutzpflanzen einiger der
hochwirksamen HPPD-Herbizide zu erreichen, war der Ein-
satz von Safener-haltigen Produkten notwendig. Von den
Vorgingergesellschaften von BCS legte nur die Agrosparte
der Hoechst AG (spiter AgrEvo, dann Aventis CropScience)
systematische Synthese- und Screeningprogramme fiir Safe-
ner auf. Dieses Projekt begann Ende der 70er Jahre. Da die
damals existierenden Safener zur Boden- und Saatgutbe-
handlung vorgesehen waren, galt das Konzept eines Safeners,
der seine Wirkung iiber die Blatter entfaltet, als dullerst at-
traktiv. Ziel war der Schutz der Getreidepflanzen vor im
Nachauflauf genutzten ACCase-inhibierenden Herbiziden
(insbesondere Fenoxapropethyl). Die physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften blattaktiver Safener miissten sich dabei
von denen der bodenaktiven Verbindungen unterscheiden
und Systematizititsmerkmale aufweisen, die sich an denen
der entsprechenden blattwirksamen Herbizide ausrichteten.

Zur Testung ihrer Wirksamkeit als Safener wurden ver-
schiedene Verbindungen im Nachauflauf auf Weizenpflanzen
gespriiht, die anschlieBend mit Fenoxaprop-ethyl behandelt
wurden. Gefundene Verbindungen, die Schidden reduzierten,
wurden in Zweit- und Dritttests weitergeleitet, welche wei-
tere Aufwandsmengen von Safener und Herbizid und auch
Schadgréser enthielten, um die Aufrechterhaltung der Her-
bizidwirkung zu iiberpriifen. Dieser Ansatz ergab verschie-
dene Klassen von Verbindungen mit gutem Leitstrukturpo-
tential, welche die chemische Erforschung und Optimierung
rechtfertigte, die zur Entdeckung von Fenchlorazol-ethyl (43)
fiihrte.'’l Ein Syntheseweg fiir diesen ersten Blatt-Safener ist
in Schema 7 dargestellt. Das Chlorhydrazon 41 lasst sich
mittels der Japp-Klingmann-Reaktion aus dem Anilin 40 und
Ethyl-2-chloracetoacetat herstellen.””! Die Behandlung von
41 mit wissriger Ammoniaklosung ergibt Aminohydrazon 42,
das anschlieBend mit Trichloracetylchlorid unter Dean-Stark-
Bedingungen in Fenchlorazol-ethyl (43) umgewandelt wird.

Fenchlorazol-ethyl® kam 1989 in Kombination mit Fen-
oxaprop-ethyl unter dem Namen Puma auf den Markt. Beide
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NH, a) konz. HCI, Wasser | OEt
Cl  b) NaNO,, 0°C HN/N NH,OH
Cl
c) Ethyl-2-chloracetoacetat THF, 15 °C
NaOAc
Cl
cl
40 T
fo) (o}
H,N OEt
% ciccoa )
N 3 N
HN - . CKC N
cl Toluol cl
Dean-Stark-Bedingungen
Cl cl
42 43

Fenchlorazol-ethyl

Schema 7. Synthese von Fenchlorazol-ethyl (43).

Ester werden von den Blittern gut aufgenommen, in der
Pflanze aber rasch zu phloemmobilen Sduren verseift. Die
Safener-Eigenschaften erlaubten die selektive Anwendung in
Weizen und Roggen. Fiir eine Safener-Wirkung in Gerste war
jedoch ein besserer Safener fiir Fenoxaprop-ethyl notwendig.

Die systematische Variation des zentralen Heterocyclen-
kerns (einschlieBlich seiner Substituenten) von Fenchlorazol-
ethyl lieferte erstmals die experimentellen Pyrazol-Safener
447 und 45 sowie schlieBlich den im Handel erhiltlichen
Safener Mefenpyr-diethyl (46; Schema 8).**!

e} (0}

‘2\01& OEt
/

ha
CI3C/<N/N

\
N
©/CI — iN o —
c !
3 ”

Fenchlorazol-ethyl

0
OFEt
\

[N

N

o/ I —
cl cl
45 46

Mefenpyr-diethyl

Schema 8. Von Fenchlorazol-ethyl (43) zu Mefenpyr-diethyl (46).

Ein moglicher Syntheseweg des Pyrazolinderivats Me-
fenpyr-diethyl, welcher auf der dipolaren [342]-Cycloadditi-
on von Chlorhydrazon 41 und Ethylmethacrylat 47 in Ge-
genwart von Triethylamin und KHCO; in Wasser basiert, ist
in Schema 9 dargestellt.””)

Dieser auBergewohnliche Safener ersetzte Fenchlorazol-
ethyl in der Mischung mit Fenoxaprop-ethyl. Der Name Pu-
ma wurde aber beibehalten.
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CI\H‘\O/\ NEt, o
) | KHCO, \
N o N
+ HN — = N
r 0 cl Wasser 0o Cl
60 °C
Cl Cl
47 4 46

Mefenpyr-diethyl

Schema 9. Synthese von Mefenpyr-diethyl (46).

3.2.2. Isoxadifen-ethyl

Fenoxaprop-ethyl verfiigte im Nachauflauf auch gegen
die iiblichen Schadgridser im Reisanbau iiber eine gute
Wirksamkeit. Der Reis wurde aber ebenfalls durch das Her-
bizid geschédigt. Leider war Mefenpyr-diethyl zwar in Weizen
und Gerste hochwirksam, konnte aber Reis nicht gegen
Fenoxaprop-ethyl oder andere verfiigbare Herbizide schiit-
zen. Eine derartige Nutzpflanzenspezifitit ist bei Safenern
nicht ungewshnlich.’ In den 90er Jahren arbeiteten Wis-
senschaftler bei Hoechst daher intensiv an der Identifizierung
eines Blatt-Safeners zum Schutz von Reispflanzen. Wieder
wurde Fenoxaprop-ethyl als Zielherbizid eingesetzt. Der Er-
satz des Pyrazolin-Rings von Mefenpyr-diethyl durch einen
dhnlich substituierten Isoxazolin-Ring fithrte zu den Safenern
48,271 49281 ynd 50, die jedoch keine Marktreife erlangten.
Allerdings fiihrte die Kombination aus den Strukturmerk-
malen von 50 und dem experimentellen Monsanto-Safener
51597 zum wirksamen Reis-Safener Isoxadifen-ethyl (52;
Schema 10).B!

o) o) Q
OEt OEt OEt
{ E— E—
N ~, O /\ N
o N o
49 50

48
0
Q
\
Q o0 — Q O/N
o W,
51

52

Isoxadifen-ethyl

Schema 10. Von der Leitstruktur 48 zu Isoxadifen-ethyl (52).

Der Ethylester von Isoxadifen wurde aufgrund seiner
guten Aufnahme durch die Blétter mit rascher Metabolisie-
rung in der Pflanze zur systemischen Isoxadifen-Séaure als
starkster Kandidat identifiziert.’® Im Jahr 2002 wurden Iso-
xadifen-ethyl und Fenoxaprop-P-ethyl (das aktive Isomer)
enthaltende Produkte fiir den Reisanbau einschlieBlich
Ricestar auf den Markt gebracht.

Schema 11 stellt eine einfache, einstufige Synthese von
Isoxadifen-ethyl iiber eine bipolare [34+2]-Cycloaddition von
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Isoxadifen-ethyl

Schema 11. Synthese von Isoxadifen-ethyl (52).

Chloroxim 54P und 1,1-Diphenylethen (53) in Gegenwart
von Triethylamin in Diethylether dar.

3.2.3. Cyprosulfamid

Eine im April 1990 veroffentliche Patentanmeldung von
Ciba-Geigy® beanspruchte eine neuartige Klasse von Acyl-
sulfonamid-Safenern mit hoher Wirksamkeit im Nachauflauf
im Mais. AgrEvo synthetisierte und testete Beispiele dieses
Patentes wie den Harnstoffsulfonamid-Safener 55,54 welche
die Safener-Wirkung bestédtigten. Die weitere Erforschung
und Optimierung ergab den experimentellen Carboxamid-
Safener 56 sowie das inverse Acylsulfonamid Cyprosulf-
amid (57; Schema 12).F!

MeNH4/< Q
10
“/O HNOS? o
HN—j e C—» HN%< OMe
56

Q Qo
—> [>—h HN OMe

57
Cyprosulfamid

Schema 12. Von der Leitstruktur 55 zu Cyprosulfamid (57).

Durch die Behandlung von 58 und 59 mit Thionylchlorid
in Chlorbenzol bei 120°C entsteht das Sdurechlorid 60. Eine
Amidkupplung mit Cyclopropylamin unter Standardbedin-
gungen fiihrt zu Cyprosulfamid (Schema 13).5!

[*] o] SOCI,
(II) 0 Chlorberz:zol
OH + HzN—SA< >—<
S OH
120 °C
58 59

o A

HN»S@-{ EtaN od
I 3N oder
[e] Cl K,CO3 /O o) N—<

Acetonitril

Cyprosulfamid

Schema 13. Synthese von Cyprosulfamid (57).
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3.2.4. Safener fiir verschiedene Nutzpflanzen und Wirkmechanismen

Mefenpyr-diethyl, Isoxadifen-ethyl und Cyprosulfamid
wurden urspriinglich in Testmodellen mit nur einer Nutz-
pflanze und nur einem Herbizid entdeckt. In allen drei Féllen
stellte sich allerdings frither oder spéter heraus, dass diese
Verbindungen zumindest eine weitere Nutzpflanze und/oder
zahlreiche weitere Herbizide mit unterschiedlichen Wirkme-
chanismen safen konnen. Dies war eine bahnbrechende
Entdeckung: Es bedeutete, dass nur mit wenigen Safenern
wertvolle Herbizidprodukt-Portfolios fiir Getreide, Mais und
Reis entwickelt werden konnen.

Safener erhohen die Geschwindigkeit, mit der die Pflanze
das Herbizid abbaut (detoxifiziert).?**¥ Diese Wirkung ba-
siert auf der verstdrkten Expression derjenigen Gene, die die
fiir den Abbau verantwortlichen Enzyme codieren (z. B. P450,
GSTs und ABC-Transporter). Die verstarkte Expression
dieser Gene lédsst sich durch Messung der mRNA-Menge
untersuchen. Solche Studien haben gezeigt, dass eine ver-
starkte Genexpression nur bei Nutzpflanzen auftritt, die auf
bestimmte Safener reagieren. Da jedoch nur wenig iiber Sa-
fener-Rezeptoren bekannt ist, fillt die Erklirung, warum
manche Pflanzen auf Safener reagieren und andere (auch
Schadpflanzen) nicht, schwer. Andererseits erkldren die
durch verschiedene Safener ausgelosten Genexpressions-
muster, warum bei vielen Herbiziden ein Schutz durch Safe-
ner moglich ist: Herbizide mit unterschiedlichem Wirkme-
chanismus werden moglicherweise in den Pflanzen auf dhn-
liche Weise metabolisiert.

4. Produktlésungen, die HPPDs und Safener mitein-
ander verbinden

Zwar wurden Safener urspriinglich nicht zum Schutz vor
HPPD-Inhibitoren entwickelt, doch die modernen Multi-
wirkmechanismus-Safener von BCS sind hervorragende Se-
lektivitats-Tools fiir diese Herbizidklasse. Es ist allerdings zu
einfach zu glauben, dass bei jedem HPPD-Inhibitor ein
100 %iger Schutz vor Phytotoxizitdt moglich ist. Bei be-
stimmten HPPD-Verbindungen ist kein Schutz moglich, bei
anderen nur ein teilweiser und bei einigen ein kompletter. Da
der Grad der Herbizidaktivitdt im Gewichshaus anders sein
kann als auf dem Feld (z.B. in Abhingigkeit von Licht und
Bodenbeschaffenheit), variieren unter Umstdnden auch die
jeweils notwendigen Aufwandmengen an Safener. Dariiber
hinaus reagieren die unterschiedlichen Nutzpflanzensorten
moglicherweise unterschiedlich auf das Herbizid und/oder
den Safener. All das bedeutet einen hohen Aufwand an Ge-
wichshaus- und Feldversuchen, um die beste Verbindung fiir
die Entwicklung zu identifizieren. Wie in Abbildung 10 dar-
gestellt, ist jedoch im besten Fall sogar bei HPPD-Inhibitoren
mit starker Phytotoxizitit ein vollstdndiger und dauerhafter
Schutz moglich.

Es gibt Losungen fiir Vor- und Nachauflaufbehandlungen.
Landwirte kennen sich fiir gewohnlich mit den Problemen bei
der Kontrolle von Schadpflanzen bei den verschiedenen
Nutzpflanzen auf ihren Feldern gut aus. Sie wihlen die Her-
bizide zur Aufbringung vor (Vorauflauf) oder nach (Nach-
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Abbildung 10. Feldversuche mit HPPD-Inhibitoren mit und ohne Safe-
ner.

auflauf) Auflauf der jeweiligen Nutzpflanze basierend auf
einer Reihe agrarwissenschaftlicher Faktoren aus. Sind Her-
bizide z.B. fiir die Vor- oder Nachauflauf Kontrolle von
Schadpflanzen auf dem Feld gegenwirtig tiberhaupt erhalt-
lich? Hat der Landwirt zwischen dem Sden und dem Auflauf
der Nutzpflanzen die Zeit, die Felder im Vorauflauf zu be-
sprithen? Aulerdem, reicht die Vorauflaufbehandlung fiir die
gesamte Saison aus oder sind nachfolgende Nachauflaufbe-
handlungen notwendig? Der Landwirt muss entscheiden,
welches Programm fiir seine individuelle Situation die kos-
tenwirksamste Schadpflanzenkontrolle bietet. Das kann sich
andern, wenn die agrarwissenschaftliche Forschung neue
Moglichkeiten liefert.

4.1. Isoxaflutol und Cyprosulfamid im Mais

Ende der 90er Jahre identifizierte Rhone-Poulenc Agri-
culture beziiglich ihres Vorauflaufherbizids Isoxaflutol im
Mais ein Selektivitdtsproblem. Bei der frither empfohlenen
Aufwandmenge von etwa 100g a.i/ha dieses Herbizids
(Merlin oder Balance) war zwar eine hervorragende Be-
kdmpfung von breitblattrigen Schadpflanzen und Grisern
moglich, beim Mais wurden jedoch unter bestimmten Be-
dingungen Schédden beobachtet. Durch Senkung der Dosis
(ca. 75 g a.i./ha) wurde dieses Problem gelost, die Schad-
pflanzenbekdmpfung war aber teilweise unzureichend. Nach
dem Zusammenschluss von AgrEvo und Rhone-Poulenc
Agriculture zu Aventis CropScience im Jahr 1999 nahm man
sich dieses Problems an, indem der ,Backkatalog® der
AgrEvo-Safener mit Isoxaflutol im Vorauflauf im Mais ge-
testet wurde. Dabei stellte sich heraus, dass weder Mefenpyr-
diethyl noch Isoxadifen-ethyl (oder deren Siure) wirksam,
dafiir aber die Acylsulfonamide (siehe Abschnitt 3.3) von
groBem Interesse waren. Es waren diese Gewéachshaus- und
Feldversuche, in welchen Cyprosulfamid als wirksamste Ver-
bindung identifiziert wurde. Die Kombination aus Isoxaflutol
und Cyprosulfamid wurde von Aventis CropScience und
Bayer CropScience entwickelt und 2009 auf den Markt ge-
bracht. Merlin und Balance wurden durch Merlin Flexx und
Balance Flexx ersetzt, um die ,,Zusatzdosis* Flexibilitit zu
signalisieren, die Cyprosulfamid bietet. Ein Beispiel fiir diese
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Abbildung 11. Maisschiden im Vorauflauf bei 100 g a.i./ha Isoxaflutol
ohne und mit 50 g a.i./ha Cyprosulfamid.

Wirkung ist in Abbildung 11 dargestellt. Darin werden die
allein durch Isoxaflutol im Vorauflauf hervorgerufenen in-
akzeptabel hohen Schiden (> 10%) bei samtlichen Maissor-
ten durch Zusatz von Cyprosulfamid auf ein annehmbares
MaB reduziert. Genau so gut wie bei diesen Vorauflauf-
effekten erlaubt Cyprosulfamid auch die sichere Anwendung
von Isoxaflutol im frithen Nachauflauf.

Nachdem Aventis CropScience
2002 von Bayer iibernommen worden COMe OMe
war, entwickelte Bayer auflerdem den - N4
ALS-Inhibitor Thiencarbazon-methyl
(61; Abbildung 12) fiir den Maisanbau
in Kombination mit Isoxaflutol und
dem Safener Cyprosulfamid. Diese
»Drei-Wege-Innovation® ist heute als
Adengo und Corvus im Handel er-
hiltlich.

B
A
61
Abbildung 12. Struktur
von Thiencarbazon-
methyl (61).

4.2. Tembotrion und Isoxadifen-ethyl beim Maisanbau

Was Tembotrion auszeichnet, ist die Kontrolle eines
breiten Spektrums an breitblédttrigen Schadpflanzen und
Grisern kombiniert mit einer herausragenden Selektivitit in
Mais in Kombination mit dem Safener Isoxadifen-ethyl. Mit
einer empfohlenen Dosis von 75 bis 100g a.i./ha Tembotrion
lassen sich gewohnliche Schadgriser wie Ackerfuchsschwanz
und Eriochloa villosa, aber auch die widerstandfdhigsten
breitbléttrigen Arten, einschlieBlich Glyphosat-, ALS- oder
Dicamba-resistenten Schadpflanzen gut bekdmpfen. Obwohl
Tembotrion vorwiegend im Nachauflauf wirksam ist, bleibt
die Verbindung wéhrend der gesamten Wachstumsperiode im
Boden relativ aktiv. Dies erlaubt eine gewisse Residualkon-
trolle der Schadpflanzen bis diese durch den wachsenden
Mais dauerhaft schattiert werden, ohne die Moglichkeiten der
Fruchtfolge wie Sojabohnen oder andere Nutzpflanzen fiir
die nachfolgende Saison einzuschrinken.!'!)

Beziiglich der Maisselektivitdt zeigt Abbildung 13, wie
Tembotrion allein sensible Sorten in hohem Maf3e schiadigen
kann. In der Tabelle ist aber auch dargestellt, dass der Zusatz
von Isoxadifen-ethyl im Verhéltnis 2:1 diese Fruchtschidden
bei allen Sorten auf ein akzeptables MaB (<10 % ) senkt. Aus
diesem Grund enthalten die Tembotrion-Produkte (Laudis
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Tembotrion im Sortenversuch 2001: Beispiel: Standort Gersthofen, 71 Sorten

Behandlung | Tembotrion + | Te i Behandlung | Tembotrion + Tembotrion

Variety

300+150 g Variety
AW 907
Batz
Belfor
Benicia
Diplomat
DK 267
DK 272
Elebor
Fanion

300+150 g

Early Star

Eurostar

Fernando

Gavott
Gomera

Liberal
Magister
Marshall Helix
Ilias
List
Pernel Roxane
Ruperto
RUZ 0102
RUZ 0206
SM 88018
Splendor
Symphony
Trisol
Anjou 285
DK 225
Aldus

Sombrero
Sponsor

Banguy
Nicco
Orient
Parsival
Transal
Cargiles
Cargivolt
Golda
Lorenzo
[ keine Phytotoxizitat 10 - 15 % Phytotoxizitat
=1 5 % Phytotoxizitat 20-50 20 - 50 % Phytotoxizitat

Abbildung 13. Tembotrion bei verschiedenen Maissorten mit und ohne
Isoxadifen-ethyl.

und Soberan) den Safener Isoxadifen-ethyl im Verhiltnis 2:1.
Demzufolge bieten die Produkte ein hohes Maf} an Flexibi-
litét fiir den Maislandwirt, der sich keine Gedanken dariiber
machen muss, welche Sorte er anbauen kann. Wie in dem
Beispiel mit Isoxaflutol plus Cyprosulfamid, kann auch
Tembotrion zusammen mit dem Safener in derjenigen Dosis
angewendet werden, die fiir die Bekdmpfung eines breiteren
Spektrums an Schadpflanzen, insbesondere Grisern not-
wendig ist.

Schema 14 zeigt den Metabolismus von Tembotrion in
Pflanzen. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Abbau bei
Mais in Gegenwart von Isoxadifen-ethyl wesentlich schneller
abliuft.’”) Diese Studien zeigten auch, dass die Metabolis-
musrate bei den fiir Tembotrion anfilligen breitblittrigen
Schadpflanzen und Grésern nicht beeinflusst wurde.

4.3. Pyrasulfotol und Mefenpyr-diethyl beim Getreideanbau

Mehr als 20 Jahre lang gab es keine Fortschritte bei der
Entwicklung neuer Wirkmechanismen zur Bekdmpfung von
breitblittrigen Schadpflanzen im Getreideanbau. Dies &n-
derte sich 2008 mit der Einfiihrung von Pyrasulfotol. Dieser
HPPD-Inhibitor wird als innovatives Werkzeug beim Resis-
tenzmanagement eingesetzt und erlaubt die wirksame An-
wendung im Nachauflauf in allen Weizen-, Gerste- und Tri-
ticale-Sorten. Die Aufbringung von 25-50¢g a.i./ha erméglicht
eine zuverlissige Kontrolle von Schadpflanzen, insbesondere
in Mischungen mit Photosystem-II-Inhibitoren. Die Kombi-
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Schema 14. Metabolismus von Tembotrion in Pflanzen.

nation aus Pyrasulfotol und Bromoxynil weist z.B. eine ein-
deutig synergistische Wirkung auf, sodass sich damit auch die
widerstandsfdhigsten breitbléttrigen Schadpflanzen wie Ko-
chia scoparia, Salsola iberica, Lactuca serriola und Polygo-
num convolvulus kontrollieren lassen.!

Obwohl Pyrasulfotol ein typisches Breitblatt-Herbizid mit
stark begrenzter Wirkung auf Gréser ist, ist die Verbindung
alleine leider nicht ausreichend sicher fiir Getreide. Die To-
leranz von Weizen gegeniiber Pyrasulfotol ist jedoch weitaus
groBer als z.B. die von Schadpflanzen wie der Vogelmiere.
Der Unterschied basiert auf einer erheblich schnelleren Me-
tabolisierung in Weizen. Hauptmetabolit in Pflanzen ist die
nicht herbizidaktive Benzoesdure 13. Die etwas geringere
Metabolismusrate in den Nutzpflanzen lédsst sich durch
Kombination mit dem richtigen Safener, in diesem Fall Me-
fenpyr-diethyl beschleunigen.*”! Die Pflanzenvertriglichkeit
ist dann fiir alle Sorten und fiir die volle Aufwandmenge ga-
rantiert. Wie bei Tembotrion gibt es keine Beschrinkungen
bei der Fruchtfolge, und — fiir den Landwirt ebenfalls sehr
wichtig — Pyrasulfotol kann im Tank mit einer Vielzahl von
Produkten zur Bekdmpfung von Schadgriasern beim Getrei-
deanbau gemischt werden, was zu einer hervorragenden
Kompatibilitdt und Flexibilitét fithrt. Dariiber hinaus hat BCS
Produkte entwickelt, die zusétzlich als Coformulierung eine
Griéser kontrollierende Komponente wie Fenoxaprop-P-ethyl
enthalten. In Kombination mit Puma (Fenoxaprop-P-ethyl
plus Mefenpyr-diethyl) arbeitet der Safener interessanter-
weise fiir beide Herbidize.

Die Markteinfithrung von Pyrasulfotol erfolgte 2008 in
den USA unter dem Handelsnamen Huskie, in Kanada unter
Infinity und in Australien unter Velocity (allesamt Mischun-
gen aus Pyrasulfotol, Bromoxynil und Mefenpyr-diethyl). In
Stidafrika wurde dasselbe Produkt 2011 als Resolve auf den
Markt gebracht. Weitere Produkte mit Pyrasulfotol sind
Precept (Pyrasulfotol, MCPA und Mefenpyr-diethyl), Wol-
verine und Tundra (Fenoxaprop-P-ethyl, Pyrasulfotol,
Bromoxynil und Mefenpyr-diethyl) sowie Velocity M3 (Thi-
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encarbazon, Pyrasulfotol, Bromoxynil und Mefenpyr-die-
thyl).

5. Ausblick

Wie bereits erwihnt, sehen sich viele wichtige Herbizid-
klassen erheblichen Problemen im Hinblick auf resistente
Unkrautarten gegeniiber, was einen der Hauptantriebe der
aktuellen Herbizidforschung darstellt. Zur Uberwindung der
Resistenz sind entweder neue Herbizide mit neuen Wirkme-
chanismen oder neue Verbindungsklassen bereits bekannter
Wirkmechanismen notwendig. Es wurden bereits verschie-
dene Ansitze zur Identifizierung neuer Verbindungsklassen
fir HPPD getestet. Die Erfahrung hat gezeigt, dass ein
Hochdurchsatz-Screening mittels biochemischer Assays oft-
mals zu schwach bindenden, hydrophoben Leitstrukturen mit
hohem Molekulargewicht fiihrt. Alternativ konnen zur Ent-
wicklung neuer Strukturklassen, die zu stérker polaren Ver-
bindungen fiihren, zunéchst Fragmente verwendet werden, an
die anschlieBend lipophile Bestandteile addiert werden. Frii-
here Ergebnisse einer Studie ,,SAR durch Kristallographie®
zeigten den Vorteil polarer Fragmente als Ausgangspunkte
sowie die Bedeutung eines vollstindigen Wasserstoffbrii-
ckennetzwerks.[*!l Daher bestand die Strategie bei BCS darin,
zunichst die polaren Fragmente zu identifizieren und an-
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Abbildung 14. Hochkonzentrations-Screening erlaubt die Differenzie-
rung zwischen chelatbildenden Fragmenten, die an HPPD binden (A),
und solchen, die nicht an HPPD binden (B).
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schlieend in einem zweiten Schritt zur Steigerung der Affi-
nitdt hydrophobe Substituenten zu addieren. Daher enthielt
die BCS-Fragmentbibliothek vorwiegend stark wasserlosliche
polare Verbindungen, die ein Screening mittels der bewihr-
ten biochemischen Assays in hoherer Konzentration zum
Nachweis der Fragmentbindung erlaubten.

Die in Abschnitt 2.3 beschriebene HPPD-Bindungsta-
sche, die Bindungsstellen fiir spezifische polare Gruppen und
apolare Substituenten enthilt, ist fiir diesen Fragmentansatz
ideal. Die besten Fragmente wurden mithilfe eines kiirzlich
etablierten Enzymbindungsassays identifiziert.*”! Insgesamt
wurden 82 Fragmente mit einem Molekulargewicht von we-
niger als 200 kDs gefunden, die eine signifikante HPPD-In-
hibition zeigen. Abbildung 14 zeigt eine Auswahl an
A) Fragmenten, die sich an HPPD binden, und B) chelatbil-
denden Fragmenten, die HPPD nicht hemmen. Interessan-
terweise sind alle bindenden Fragmente potentielle Chelato-
ren und schliefen die Fragmente bekannter Inhibitorklassen
wie 1,3-Cyclohexandion ein. Die anschlieBende Erweiterung
verschiedener Fragmente basierend auf den HPPD-Kristall-
strukturen fithrte zu einer Reihe neuer Inhibitorklassen.
Abbildung 15 zeigt beispielhaft die Kristallstruktur von
HPPD aus Arabidopsis thaliana in einem Komplex mit einem
neuen HPPD-Inhibitor, der eine Kombination aus einem
heterocyclischen Fragment und der Benzoyleinheit von Is-
oxaflutol darstellt. Derzeit werden weitere Untersuchungen
durchgefiihrt.
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Abbildung 15. Kristallstruktur von HPPD aus A. thaliana in einem Kom-
plex mit einem neuen HPPD-Inhibitor aus dem Fragmentansatz. Die
Struktur zeigt, dass dieser neuartige Chelatbildner mit der HPPD aus
Arabidopsis thaliana ganz ahnlich interagiert wie Tembotrion.

Parallel zur Entdeckung neuer HPPD-Verbindungsklas-
sen wird auch die Forschung mit Blick auf neue Safener
fortgesetzt. Als Alternative fiir den Schutz von Nutzpflanzen
vor der Herbizidwirkung von HPPD-Inhibitoren wurde je-
doch mit der Analyse und Entwicklung einer GM-Herbizid-
toleranz begonnen.?
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