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Nicotinische Acetylcholinrezeptor-Agonisten

Die Schidigung von Nutzpflanzen durch wirbellose Schidlinge ist
eine grofie Bedrohung vor dem Hintergrund des kontinuierlich stei-
genden Nahrungsbedarfs einer wachsenden Weltbevolkerung. Daher
sind effiziente Pflanzenschutzmafinahmen in der breiten Vielfalt der
landwirtschaftlichen Produktion von grofiter Bedeutung fiir nachhal-
tige Ertrige. Die Entdeckung synthetischer Agonisten, die selektiv an
nicotinischen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) im Zentralnerven-
system von Schadinsekten wirken und als Insektizide Verwendung
finden, war ein Meilenstein in der angewandten Pflanzenschutzfor-
schung. Diese Verbindungen lduten wegen ihrer hohen Spezifitit am
aktiven Zentrum und Vielseitigkeit in der Anwendung eine neue Ara
der Bekdmpfung einiger der weltweit schwerwiegendsten Schadin-
sekten ein. Diese Insektizide haben nicht nur Bedeutung als Insek-
tenbekdampfungsmittel in der Landwirtschaft, sie haben auch unsere
Kenntnisse iiber die Biochemie der nicotinischen Acetylcholin-Re-
zeptoren von Insekten enorm erweitert. Der globale wirtschaftliche
Erfolg der synthetischen nAChR-Agonisten als Insektizide macht den
nicotinischen Acetylcholin-Rezeptor immer noch zu einem der viel-
versprechendsten Ziele fiir die Insektizidforschung.
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1. Einleitung

Nachhaltige Landwirtschaft im 21. Jahrhundert beriick-
sichtigt wirtschaftliche, 6kologische und soziale Aspekte zur
Herstellung qualitativ hochwertiger und sicherer landwirt-
schaftlicher Produkte fiir eine stindig wachsende Weltbe-
volkerung im Angesicht schwindender Ressourcen, indem die
Auswirkungen der Landwirtschaft auf Umwelt und biologi-
sche Vielfalt minimiert werden. In diesem Zusammenhang
umfasst nachhaltige Landwirtschaft die Anwendung moder-
ner Insektizide, um Kulturpflanzen vor wirbellosen Schid-
lingen zu schiitzen, die sich von fiir die menschliche Ernih-
rung angebauten Pflanzen erndhren.

Seit vielen Jahren ist der nicotinische Acetylcholin-Re-
zeptor (nAChR) von wachsender Bedeutung als molekulares
Ziel fir Insektizide (Gesamtmarktanteil im Jahr 2011 fiir die
landwirtschaftliche Nutzung: 30.8 % ). Er spielt eine zentrale
Rolle bei der Vermittlung der schnellen exzitatorischen sy-
naptischen Ubertragung in das zentrale Nervensystem (ZNS)
von Insekten. Trotz langjahriger Nutzung des pflanzlichen
Insektizids (S)-(—)-Nicotin (Abbildung 1), isoliert als ago-
nistisch aktives Alkaloid aus Nicotiana-Arten und verwendet
als wissriger Tabakextrakt (Anwendung von 2500 Tonnen
weltweit nach 1945), war der nAChR ein unterproportional
genutztes biochemisches Ziel fiir neue Insektizide, wie ein
geschitzter Anteil von nur 1.5% am weltweiten Insektizid-
markt 1987 widerspiegelt.! Wegen seiner hohen Toxizitit bei
Sdugetieren und begrenzten insektiziden Wirksamkeit konnte
jahrzehntelang keine herausragende Klasse auf der Basis von
(8)-(—)-Nicotin als Leitstruktur fiir neuartige nAChR-Ago-
nisten etabliert werden. In jiingerer Zeit ist der nAChR im
modernen Pflanzenschutz allerdings zu einem wichtigen Ziel
geworden, und es wurden drei Klassen von Insektiziden ent-
deckt und vermarktet.
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Eine kleine Gruppe von Proinsektiziden (Cartap-Hydro-
chlorid, Thiosultap-Natrium, Bensultap, Thiocyclam)? ist
strukturell vom neurotoxischen und insektizid wirksamen,
natiirlich vorkommenden insektenlihmenden Nereistoxin
abgeleitet (Abbildung 1), einem aus den Speicheldriisen des
Meeresringelwurms Lumbriconercis heteropoda Marenz iso-
lierten neurotoxischen 1,2-Dithiolanderivat. Diese Proinsek-
tizide werden im Insektenkorper metabolisch in Nereistoxin
umgewandelt® und wurden vom Insecticide Resistance
Action Committee (IRAC; einem Expertengremium von
CropLife International: http://www.irac-online.org) aufgrund
ihrer Wirkungsweise als nAChR-Kanal-Blocker der
Gruppe 14 zugeordnet.

Die zweite Gruppe von Insektiziden ist die schnell
wachsende Klasse von Neonicotinoidinsektiziden der IRAC-
Wirkungsmechanismusgruppe 4A mit selektiver Wirkung auf
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Pflanzliches Insektizid:

(S)-(-)-Nikotin

nAChR-Kanal-Blocker (Nereistoxinanaloga):
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2011 betrug der Anteil der Neo-
nicotinoide am gesamten Weltmarkt
fiir Insektizide (12.75 Mrd. $) 28.5%,
wie in Tabelle 1 dargestellt. Neoni-
cotinoide sind potente Breitspek-
truminsektizide mit Kontakt-, FraB3-
und systemischer Wirkung. Da diese
nAChR-Agonisten auf einen neuen

~, ~, ~, . . . .
SN SN N N N Wirkort gerichtet sind, gab es keine

HCI ; . .
& & & Kreuzresistenz zu herkdmmlichen,
L d y 5 < 5 g S S lange etablierten .Insektlzl.dkl?lsy?n,
HZN\\< W/NHQ NaO\S\ 5—ONa Ph\s\ s—Ph S und daher hat die Neonicotinoid-

o A A\ 7 . .

o o Oob o009 Ob 069 klasse begonnen, diese #lteren und
Nereistoxin Cartap-Hydrochlorid Thiosultap-Natrium Bensultap Thiocyclam OkOIOgISCh weniger gut VertraghChen
(Naturprodukt) Klassen zu ersetzen, z.B. Natriumka-

allosterische nAChR-Modulatoren (Spinosyne):

Spinosad
(Naturprodukt)
Gemisch aus Spinosyn A (R = H)

und Spinosyn D (R = Me)

Abbildung 1. Das pflanzliche Insektizid (S)-(—)-Nicotin, kommerziell erhiltliche nAChR-Kanal-Blo-
cker (Nereistoxinanaloga) und allosterische nAChR-Modulatoren (Spinosyne).

das Insekten-ZNS als Agonisten an postsynaptischen
nAChRs (siche Abschnitt 1.1, Abbildung 2). Die dritte Klasse
sind die Spinosyne, eine Familie von durch Fermentation
gewonnenen insektiziden makrocyclischen Lactonen wie dem
natiirlich vorkommendem biologischen Insektizid Spinosad
(einem Gemisch aus Spinosyn A und D), gebildet vom Acti-
nomyceten Saccharopolyspora spinosa, und das halbsynthe-
tische Spinetoram (ein Gemisch aus SpinosynJ und L; Ab-
bildung 1).") Aufgrund ihrer Bindungsstelle, die sich von
jener der Neonicotinoide unterscheidet, wurden Spinosyne
vom IRAC als allosterische nAChR-Modulatoren der Wirk-
mechanismusgruppe 5 zugeordnet (Umsatz 2011: 300 Mio. §).
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Spinetoram
(halbsynthetisches Produkt)
Gemisch aus Spinosyn J (R = H, C5-C6 = Einfachbindung)
und Spinosyn L (R = Me, C5-C6 = Doppelbindung)
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nal(SoCh)-Modulatoren (Pyrethroi-
de),  Acetylcholinesterase(AChE)-
Inhibitoren (Organophosphate,
Carbamate) und mehrere andere bis-
lang in der Landwirtschaft verwen-
dete Klassen von Insektiziden.
Neonicotinoide sind besonders
aktiv gegen saugende Schidlinge wie
Blattlduse, Wanzen, Weile Fliegen
und Zikaden, aber sie werden auch
zur  Bekdmpfung  verschiedener
schéadlicher Kifer und Motten ver-
marktet. Dank ihrer besonderen
physikochemischen  Eigenschaften
(sieche Abschnitt 2.3) haben diese
nAChR-Agonisten vielféltige An-

Tabelle 1: Umsatz von Insektizid-Klassen nach Wirkmechanismusklas-
sifizierung im Jahr 2011.P!

IRAC Wirkmechanismus- Umsatz [in Mio. US$]
Untergruppel® klassifizierung® (Insektizide gesamt [%])!
4A nAChR-Agonisten 3640 (28.5)

3A SoCh-Modulatoren 2025 (15.9)

1A, 1B AChE-Inhibitoren 2330 (18.2)

[a] TA=Carbamate, 1B =OPs, Organophosphate. [b] SoCh: Natrium-
kanal; AChE: Acetylcholinesterase. [c] Gesamter Insektizidmarkt,
12.75 Mrd. $.
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wendungsmoglichkeiten und konnen mit zahlreichen An-
wendungstechniken einschlielich Blatt- und Saatgutbe-
handlung, Bodenspritzung und Stammapplikation bei ver-
schiedenen Nutzpflanzen verwendet werden.

Wegen des konkurrenzfihigen Sicherheitsprofils, der
hohen Spezifitit am nAChR und der Vielseitigkeit der An-
wendungsverfahren ist die Klasse der Neonicotinoide welt-
weit ein integraler Bestandteil zahlreicher Schidlings- und
integrierter  Insektenbek@mpfungsstrategien. Innovative
Konzepte fiir das Life-Cycle-Management haben zusammen
mit der Einfiihrung generischer nAChR-Agonisten Neoni-
cotinoide zu der wichtigsten Klasse auf dem Insektizidmarkt
gemacht. Dank ihrer giinstigen Sicherheitseigenschaften im
Hinblick auf Siuger sind einige von ihnen auch zur Be-
kdampfung urbaner Schidlinge wie Termiten sowie einiger
Schidlinge im Veterinirbereich wichtig.®

Bis zum heutigen Tage ist es nicht moglich,
die nativen nAChRs von Insekten hinsichtlich

ihrer molekularen Architektur, Funktionsweise | o
und Diversitdt perfekt modellhaft zu erfassen. N F
Insbesondere haben die Neonicotinoide als hoch Br
effiziente und spezifische molekulare Sonden B NO,
eine Renaissance in der strukturellen Untersu-  SD-031588 (1)

chung von Insekten-nAChRs eingeleitet sowie
das Verstindnis der Ligandenselektivitidt bei
Insekten und Sadugetieren vertieft. Innerhalb der
letzten zehn Jahre hat eine Vielzahl von hoch-
aufgelosten Kristallstrukturen l6slicher homo-
pentamerer acetylcholinbindender Proteine
(AChBPs) die theoretischen Grundlagen fiir das
Erstellen von Homologiemodellen der entspre-
chenden Rezeptorligandenbindungsdominen gelegt. Damit
wurde die Tiir fiir das virtuelle Screening chemischer Bi-
bliotheken und fiir das rationale Design neuartiger Agonisten
geoffnet. Dies weist auf die Bedeutung des nAChR als kon-
tinuierliche Quelle fiir die Identifizierung moderner Insekti-
zide mit hoher Wirksamkeit und maximaler Sicherheit hin.

1.1. Geschichtlicher Uberblick

Die Entdeckung der herausragenden Klasse der Neoni-
cotinoidinsektizide und ihre Einfithrung in den Weltmarkt
sind das Resultat allgemein anwendbarer Schliisselfaktoren
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versitdit zu Kéln verbrachte er mehrere For-
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Universitdt Lund (Schweden). Nach einer
Postdoc-Zeit bei Walter Thiel an der Univer-
sitdit Ziirich kam er zu Bayer, wo er seine In-
teressen von der Theorie angeregter Zustdin-
de auf praktische Anwendungen der Compu-
terchemie ausgedehnt hat. Heute ist er
Leiter der Gruppe Computational Science
bei der Bayer CropScience AG. Michael Beck
liest an der TU Dortmund iiber Rechenme-
thoden zur Wirkstoff-Findung.
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fiir langfristiges, erfolgreiches Design von Wirkstoffen in
Kombination mit fokussierter und effizienter Optimierungs-
strategie. In den frithen 1970er Jahren hat das Biologische
Forschungszentrum der ehemaligen Shell Development
Company in Modesto (USA) fiinf- und sechsgliedrige, ge-
séttigte Nitromethylenheterocyclen mit Wirkung auf Insek-
ten-nAChRs gefunden. Beginnend mit einem Screening zur
Entdeckung neuer Leitstrukturen aus universitiren Quellen!”!
fand Shell 2-(Dibromnitromethyl)-3-methylpyridin (1, SD-
031588) mit einer unerwarteten, geringen insektiziden Wir-
kung gegen Stubenfliegen (Musca domesticaL.) und Erb-
senlduse (Acyrtosiphum pisum HARRIS). Rationale und di-
rekte Optimierung fiithrte zum Nitroenamin Nithiazin (2), der
ersten Neonicotinoid-Leitstruktur (Schema 1).[!

M

X
= @vﬁ* R Q/_\
NN, N N—y
T A

/N\I:S
NO, NO, NO,
Nithiazin (2) 3 R1-R2=-CH,-CH, 5 X=H

(Funfringsystem) LCqy = 40 ppm

LCqyy =200 ppm

4 R'=H, R2=Me
(nicht-cyclisch)
inaktiv

LCqyy =40 ppm

6 X=CI(NTN32692)
LCgyy =0.32 ppm

Schema 1. Entwicklung der 2. Leitstruktur (NTN32692, 6); insektizide Wirkung (LCyp)
gegen die Griine Reiszikade (N. cincticeps, drittes Larvenstadium); siehe Lit. [9].

Elektrophysiologische Studien und Radioligandenbin-
dungsstudien ergaben, dass 2 und strukturverwandte Nitro-
methylene in der gleichen Weise wie (§)-(—)-Nicotin auf In-
sekten-nAChRs wirken.['”! Nithiazin (2) zeigte hohere Akti-
vitdt als Parathion (OP) gegen adulte Stubenfliegen und
wirkte 1662-mal so stark gegen Larven des Baumwollkap-
selbohrers (Helicoverpa zea BODDIE), kombiniert mit gutem
systemischem Verhalten in Pflanzen und geringer Toxizitét
fir Sduger. Doch wegen seiner Instabilitdt unter hydrolyti-
schen und photolytischen Bedingungen (aufgrund des insta-
bilen [=CH-NO,]-Chromophors, 4, =343 nm; #,, =0.5 h) in
Feldversuchen und seiner begrenzten Wirksamkeit wurde 2
nie fiir breite landwirtschaftliche Nutzung kommerzialisiert.
1979 wurde ein Syntheseprojekt bei Nihon Tokushu Noyaku
Seizo KK (spater Bayer CropScience KK, Japan) auf der
Grundlage von Nithiazin (2) gestartet. Zuerst schien es aber
keine offensichtlichen Strukturdhnlichkeiten zwischen dem
(8)-(—)-Nicotin und 2 zu geben. Eine neue Insektizidscree-
ningmethode mit Reiskeimlingen wurde fiir die fortdauernde
Beobachtung der systemischen und gleichzeitig der Kon-
taktwirkung aller hergestellten Verbindungen gegen die
Reiszikade (anstelle der frither verwendeten H. zea), einen
der wichtigsten saugenden Reisschiddlinge in Japan, iiber
einen Testzeitraum von zwei Wochen entwickelt.'!! Der
Ersatz des sechsgliedrigen Nithiazinrings (2) durch verschie-
dene N-substituierte Ringsysteme verdeutlicht, dass insekti-
zide Wirkung gegen die Griine Reiszikade (Nephotettix cinc-
ticeps) von der Ringgrofe abhingt (Siebenring < Sechsring <
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Fiinfring). Zum Beispiel zeigte die Einfithrung verschiedener
Substituenten am  fiinfgliedrigen = 2-Nitromethylen-
imidazolidinsystem, dass nur 1-Benzyl-2-(nitromethylen)-
imidazolidin (3) die Aktivitit steigert (Schema 1). Wegen des
vollstandigen Aktivitdtsverlusts im Falle nicht-cyclischer
Strukturen wie 4 (Schema 1) wurden einfache (fiinfgliedrige)
Ringsysteme zu dieser Zeit bevorzugt. Austausch des Ben-
zylrests in 3, z.B. durch 4-Chlorbenzyl oder Pyridin-3-ylme-
thyl unter Bildung von 5, verbessert die insektizide Aktivitét
auf 5-fach bzw. 25-fach, was klar belegt, dass dhnlich 2 die
aktive Struktur das ganze Molekiil und nicht nur das 2-Ni-
tromethylenimidazolidinsystem ist (falls nach metabolischer
Spaltung von N-Benzyl gebildet). Weitere schrittweise Opti-
mierung fiihrte zur zweiten Leitstruktur NTN32692 (6) mit
einem einzigartigen 6-Chlorpyridin-3-ylmethylrest, die eine
iber 100-mal hohere Aktivitdt als 2 gegen Stdamme der
Griinen Reiszikade mit Resistenz gegen OPs, Carbamaten
und Pyrethroiden zeigte. Durch Einfithrung eines einzigen
Chloratoms (X = Cl) in 6-Position des Pyridin-3-ylmethylrests
von 5 haben sich die molekularen Eigenschaften und insek-
tizide Wirkung drastisch verdndert — diese Entdeckung war
ein epochales Ereignis.”!

Allerdings absorbiert der [FCH-NO,]-Chromophor, wie
der von 2, stark Sonnenlicht und zerfillt rasch unter Feldbe-
dingungen (4,,,,=323nm; #, =1h). Nach Herstellung von
etwa 2000 Verbindungen und intensiver Forschung an stabi-
leren funktionalen Gruppen resultierte Imidacloprid (7) mit
einem [=N-NO,]-Chromophor (4,,x =269 nm; ., =3 h) aus
diesem Projekt (Abbildung 2).

Gegeniiber der von 2 konnte die insektizide Wirkung von
Imidacloprid (7) gegen die Griine Reiszikade auf das 125-
Fache gesteigert werden. Weiterhin ist 7 etwa 10000-mal so

nAChR-Agonisten (Neonicotinoide):

Ringsysteme:

Cl Cl

e gy m CI%jvf
1 T
N no, “CN

N

NJ

No2

Imidacloprid (7) Thiacloprid (8) Thiamethoxam (9)

nicht-cyclische Strukturen:
H
CI’</ N

QC@

2 2

Nitenpyram (10) Acetamiprid (11)

SG:
(o]
N

N
“NO

Clothianidin (12)

2

Dinotefuran (13)

Abbildung 2. Auf dem Markt befindliche nAChR-Agonisten (Neonicoti-
noide) mit Ringsystemen und nicht-cyclischen Strukturen.
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aktiv wie (S)-(—)-Nicotin. Die Synthese dieses neuen syste-
mischen Insektizids (7) wurde durch Kombination des ein-
zigartigen 6-Chlorpyridin-3-ylmethylrests mit dem 2-(N-Ni-
troimino)imidazolidinsystem erreicht, was in dieser Sub-
stanzklasse neu war. AnschlieBend fiihrte eine parallele An-
derung des Chromophors zu [=N-CN] (4.« =242 nm) und
damit zur Entdeckung des Neonicotinoidinsektizids Thia-
cloprid (8; Abbildung 2).

Mit der Markteinfithrung des Insekten-nAChR-Agonis-
ten Imidacloprid (7) durch Bayer CropScience AG 1991
begann die Erfolgsgeschichte der Neonicotinoide — ein Mei-
lenstein in der Insektizidforschung ebenso wie fiir den mo-
dernen Pflanzenschutz."¥ Imidacloprid (7) ist zum erfolg-
reichsten, hochwirksamen und meistverkauften Insektizid
weltweit geworden, wichtig zur Bekdmpfung von wirbellosen
Schidlingen zahlreicher Nutzpflanzen ebenso wie fiir den
tierdrztlichen Gebrauch. Seine enorm hohe insektizide
Potenz 16ste umfangreiche Forschungsprogramme bei ande-
ren forschungsorientierten Agrochemieunternehmen aus. Sie
zogen es vor, Geriiste auf Basis nicht-cyclischer Strukturen
und Sechsringsysteme zu untersuchen, und entwickelten
weitere Neonicotinoidinsektizide (Abbildung 2).

1.2. Umfang und Schwerpunkt des Aufatzes

Dieser Aufsatz konzentriert sich auf ausgewihlte pripa-
rative Modifikationen von nAChR-Agonisten anstatt auf
nAChR-Kanal-Blocker und allosterische nAChR-Modulato-
ren. Die Abschnitte dieses Aufsatzes decken die Struktur-
merkmale der Neonicotinoide ab und umfassen physikoche-
mische Eigenschaften, hohe biochemische Selektivitdt am
nAChR, biologisches Profil und Anwendungsaspekte, phy-
totonische Wirkungen, quantitative Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen (SARs), aber auch neue Kandidaten in der
Agrochemieentwicklung sowie die neuesten Trends bei der
Suche nach neuen nAChR-Agonisten-Leitstrukturen. Viele
Aspekte der Chemie (einschlieBlich industrieller Prozesse),
Biochemie und Biologie dieser erfolgreichen Stoffklasse
wurden griindlich untersucht und in zahlreichen Artikeln und
Buchkapiteln dargestellt."'>!¥] Deshalb haben wir den
Rahmen dieses Aufsatzes vor allem auf die seit 1998 verdof-
fentlichten Arbeiten beschriankt, auf Erfolge aus chemo- und
biorationalen Ansitzen wie die durch das aktuelle Wissen
iiber AChBPs und Insekten-nAChR-Struktur beeinflussten,
auf zielbasiertes Screening von Substanzen und Entwicklung
neuer nAChR-Agonisten in diesem Zeitraum. Die Intention
dieses Aufsatzes ist es, die Bedeutung von nAChRs als mo-
lekulare Ziele fiir Insektizide unter besonderer Beriicksich-
tigung von nAChR-Agonisten sowie molekularen Hilfsmit-
teln in der Insektenneurochemie darzustellen. Allerdings
untermauern der zunehmende Grad und die Zahl der Resis-
tenzfille bei bedeutsamen Schédlingen gegeniiber den Neo-
nicotinoidinsektiziden die Notwendigkeit weiterer For-
schungsarbeiten zur Entdeckung neuartiger nAChR-Agonis-
ten mit resistenzbrechenden Eigenschaften, vielversprechen-
der Wirksamkeit und hoher Selektivitdt am nAChR.
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2. Kommerzielle Agonisten

Bislang sind sieben Neonicotinoide kommerziell eta-
bliert: zwei Fiinfringsysteme — Imidacloprid (7) und Thiac-
loprid (8; Bayer CropScience AG) —, ein Sechsringsystem —
Thiamethoxam (9; Syngenta AG) — sowie vier nicht-cyclische
Strukturen — Nitenpyram (10; Sumitomo Chemical Takeda
Agro Company), Acetamiprid (11; Nippon
Soda), Clothianidin (12; Sumitomo Chemical
Takeda Agro Company/Bayer CropScience AG)
und Dinotefuran (13; Mitsui Chemicals; Abbil-
dung 2).1

Cl
Py
18

2.1. Industrielle Verfahren

Mehrere Ubersichtsartikel iiber die indu- N\ N\
strielle Herstellung der Ringsysteme 7-9 und
nicht-cyclischen  Strukturen 10-13 (Abbil- 2
dung 2)M**! wurden veroffentlicht, beispielhaft
zwei wichtige Agonisten des nAChR, die Fiinf-
ringsubstanz Imidacloprid (7) und die nicht-cy-
clische Struktur Clothianidin (12).

Aus den technischen Verfahren zur Herstellung von 7 ist
eine Reihe von Methoden zur Synthese von 2-Chlor-5-me-
thylpyridin (CMP, 14) oder seinem chlorierten Derivat 2-
Chlor-5-(chlormethyl)pyridin (CCMP, 15) bekannt. Wie in
Schema 2 dargestellt, fithren verschiedene Wege ausgehend

Cyclisierung aliphatischer Vorstufen

W

() = (=
Pz - = - P P
N cl N cl N

B-Picolin CMP (14) CCMP (15)
H,N  NH
H,N__NH, M , H/NYN\H CCMP (15)
h . | -
NJ N
NO, NO,
16 17

Schema 2. Synthese des fiinfgliedrigen Imidacloprids (7).

von den im Handel erhiltlichen Ausgangsmaterialien (3-Pi-
colin, Nicotinsdure oder aliphatischen Vorstufen wie Propi-
onaldehyd und Acrylsdure zu 14 oder 15. Des Weiteren ist 7
durch N-Alkylierung von 2-N-Nitroiminoimidazolidin (17),
hergestellt durch Cyclokondensation aus N-Nitroguanidin
(16) und 1,2-Ethylendiamin, mit CCMP (15) erhiltlich
(Schema 2). Clothianidin (12) kann auf konvergentem Weg
aus N-alkyliertem 2-(N-Nitroimino)hexahydro-1,3,5-triazin
(23) und 2-Chlor-5-(chlormethyl)-1,3-thiazol (CCMT, 21)
synthetisiert werden.

Ausgehend von N-Methyl-N'-nitroguanidin (22; leicht
durch Umsetzung von 16 mit Methylamin erhiltlich) und
Formaldehyd in Gegenwart eines primdren Amins (Mannich-
Reaktion) entsteht die Sechsring-Zwischenstufe 23. Ausge-

Angew. Chem. 2013, 125, 9640 — 9662

Nicotinsaure

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte
Chemie

hend von 1,2-Dichlor-2-propen (18) kann 2-Chlor-2-propen-
1-amin (19) erhalten werden, das iiber N-Formylierung zu N-
Formyl-2-chlor-2-propen-1-amin (20) fiithrt. Nach Haloge-
nierung mit nachfolgender Cyclisierung entsteht CCMT (21).
Die endgiiltige Herstellung von 12 erfolgt durch N-Alkylie-
rung von 23 mit 21 und anschlieBende Ringoffnung der Bis-
Aminalstruktur 24 (Schema 3).

EtO__H
cl g o H S0cCl, N
L /k/wz_ﬁ*,/k,mrH N
s
0
19 20 CCMT (21)
3 3
N N
N
R-NH, )
HCHO _N T\l\ CCMT (21) CI"<S]VNr 1\ Spaltung 1
— H —_— —_—
i T
No N<
NO, NO,
23 24

Schema 3. Synthese des nicht-cyclischen Clothianidins (12).

2.2. Strukturelle Vielfalt

Der Begriff ,Neonicotinoid“ wurde urspriinglich von
Yamamoto und Tomizawa fiir Imidacloprid (7) und ver-
wandte Insektizide vorgeschlagen,™ um diese neuartigen
nAChR-Agonisten gegen dltere Nicotinoidinsektizide
wie (§)-(—)-Nicotin abzugrenzen. In Anbetracht des
in Schema 4 skizzierten Pharmakophormerkmals [-N-
C(E)=X-Y] konnen kommerziell verfiigbare Neoni-
cotinoide als N-Nitroguanidine (7, 9, 12, 13), Nitro-
methylene (10) und N-Cyanamidine (8, 11) klassifi-
ziert werden (sieche auch Abbildung 2).

Das gesamte chemische Merkmal fiir beide Ring-
systeme und nicht-cyclische Strukturen besteht aus
verschiedenen Segmenten: fiir die fiinf- und sechs-
gliedrigen Ringsysteme (7-9) die Uberbriickungs-
fragmente [-CH,-Z-(CH,),-] (n=0, Z=CH,; n=1,
7. = O) und fiir nicht-cyclische Strukturen (10-13) die
einzelnen Substituenten R' (H, Ethyl) und R?
(Methyl); die Hetarylmethyl- (6-Chlorpyridin-3-yl-
methyl, 2-Chlor-1,3-thiazol-5-ylmethyl) oder Hetero-
cyclylmethylgruppe  ((RS)-(z)-Tetrahydrofur-3-yl-
gruppe) und die funktionale Gruppe [=X-Y] (z.B.

Ringsysteme (7-9)  nicht-cyclisch (10-13)

o Insekten oder
Beispiel: 9 pflanzliches

Gewebe

Schema 4. Ringsysteme (7-9) im Vergleich zu nicht-cyclischen Struktu-

ren (10-13) und Beispiel fiir die Umwandlung von 9 in 12 durch Ring-

6ffnung.
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[EN-NO,], [FCH-NO,] und [=N-CN]) als Teil der verschie-
denen Pharmakophorarten [-N-C(E)=X-Y]. Durch metabo-
lische Ringoffnung in vivo (z.B. durch oxidative Bioaktivie-
rung) des sechsgliedrigen Ringsystems Thiamethoxam (9)
kann in Insekten und pflanzlichen Geweben das nicht-cycli-
sche 12 (siehe auch Beispiel in Schema 4) gebildet wer-
den.'**d Demgegeniiber wurden 9 und 12 als nicht-kompe-
titive Inhibitoren des Insekten-nAChR beschrieben. %!

2.2.1. Bioisostere Segmente

Die nicht-cyclischen Strukturen (10-13) zeigen eine ver-
gleichbare Breitspektrum-Insektizidwirkung wie entspre-
chende Ringsysteme (7-9) und bilden eine so genannte
»quasi-cyclische” Konformation beim agonistischen Binden
an Insekten-nAChRs.[""! Abbildung 3 iiberlagert van der

Ringsysteme (7-9)

nicht-cyclische Strukturen (10-13)

Abbildung 3. Uberlagerung der Van-der-Waals-Volumina (als Connolly-
Oberflachen dargestellt) in ihren energetisch giinstigsten Konformatio-
nen von Ringsystemen (7-9) und nicht-cyclischen Strukturen (10-13).

Waals-Volumina der Ringsysteme (7-9) und nicht-cyclische
Strukturen (10-13), durch Connolly-Oberflachen dargestellt.

Der Ersatz der stickstoffhaltigen Hetarylmethylgruppen
durch den bioisosteren (RS)-(+)-Tetrahydrofur-3-ylmethyl-
rest fiihrte zu einem deutlich schwicheren Wasserstoffbrii-
ckenakzeptor am nAChR-aktiven Zentrum.'®! Auf der an-
deren Seite entsprechen sowohl die Elektrostatik als auch
rdumliche Beziehung des Pharmakophormerkmals [-N-
C(E)=X-Y] sehr gut der nAChR-Agonistenbindung. Die
Pharmakophorgruppe beeinflusst nicht nur die Bioaktivitét,
sondern ist dariiber hinaus auch fiir die photolytische Stabi-
litdt sowie fiir einige spezifische Eigenschaften wie Abbau im
Boden, Stoffwechsel in Pflanzen und fehlende Toxizitit gegen
andere Tiere und Niitzlinge verantwortlich.["

2.3. Physikochemische Eigenschaften
Die physikochemischen Eigenschaften der nAChR-Ago-
nisten sind fiir ihre erfolgreiche Entwicklung als moderne

Insektizide von grofiter Bedeutung. In diesem Zusammen-
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hang ist Photostabilitdt ein wichtiger Faktor in der prakti-
schen Anwendung.["! Fiir technische Anwendungsverfahren
in praxi, wie Bodendurchtrankung, Saatgutbehandlung und
Blattanwendung, sind ihre Aufnahme, translaminare und
akropetale Translokation in Pflanzen von entscheidender
Bedeutung fiir ihre insektizide Wirkung gegen eine Vielzahl
von saugenden Schidlingen (siehe Abschnitt 2.3.1). Daher
missen nicht nur die bioisosteren Segmente wie die 6-
Chlorpyridin-3-ylmethyl- und 2-Chlor-1,3-thiazol-5-ylme-
thylgruppe (siehe Abschnitt 2.2.1), sondern auch die gesamte
molekulare Form fiir Wasserloslichkeit und Lipophilie, wie
durch den 1-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten be-
schrieben (log P,,; Tabelle 2), in Betracht gezogen werden,

Tabelle 2: Ubersicht tiber nAChR-Agonisten nach Pharmakophortyp,
Loslichkeit in Wasser und log P,,-Werten.

Loslichkeit in Wasser  log Poy (bei 25°C)

([gL™"] bei 20°C)™!

nAChR-Agonisten
[Pharmakophortyp]®

10 [-N-C(N)=CH-NO;] 840 —0.64
13 [-N-C(N)=N-NO,] 543413 —0.644
9 [-N-C(N)=N-NO,] 4.10 -0.13
7 [[N-C(N)=N-NO,] 0.61 0.57
12 [-N-C(N)=N-NO,] 0.327 0.7

11 [-N-C(Me)=N-CN] 420 0.8

8 [N-C(S)=N-CN] 0.185 1.26
41 [N-Cyansulfoximin] 0.67 0.802
50 [Butenolid] 3.24 1.49

[a] Pharmakophortyp [N-Cyansulfoximin] fiir Sulfoxaflor (41; siehe Ab-
schnitt 8.3.1) und [Butenolid] fiir Flupyradifurone (50; siehe Ab-
schnitt 8.3.3). [b] Loslichkeit in Wasser von 10 bei pH 7 sowie 9 und 11
bei 25°C. [c] logP,,, fiir 7 bei 22°C, 8 bei 20°C.

wobei P, der Verteilungskoeffizient im 1-Octanol-Wasser-

System ist, der hiufig als Ersatzmal der Lipophilie verwendet

wird und Membranpermeation, Transport und Translokation

von Verbindungen in lebenden Systemen bestimmt.*"!
Lipophilie bezeichnet die Loslichkeit von Wirkstoffen in

Fetten, Olen und Lipiden. Lipophile Insektizide (log P, > 4)

wirken im Allgemeinen nicht systemisch, wahrend als méBig

lipophil geltende Verbindungen einen log P,,,-Wert zwischen

0.5 und 3.5 haben. Einmal aufgenommen, wandern diese In-

sektizide im Pflanzenxylem aufwirts und werden in die

wachsenden Sprossen iibertragen. Die Aufnahme durch die

Wurzeln ist groBer, wenn die Insektizide lipophiler sind.?"
Im Allgemeinen haben kommerziell verfiigbare Neoni-

cotinoide niedrige log P,,-Werte (Tabelle 2), die gute pflan-

zensystemische Bekdmpfung stechend-saugender Insekten
ermoglichen. Die polaren, nicht-fliichtigen Verbindungen

haben eine groBere Wasserloslichkeit (z.B. im Falle von 10:

840 gL.™") und geringere log P,,-Werte (z.B. 13: —0.644 bei

+25°C) als unpolare Insektizide. Diese Beobachtungen

lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

e Im Allgemeinen sind nicht-cyclische Strukturen weniger
lipophil als die entsprechenden fiinf- und sechsgliedrigen
Ringsysteme.

o Die Wasserloslichkeit wird durch die funktionelle Gruppe
[=X-Y] innerhalb der Pharmakophorgruppe [-N-C(E)=X-
Y] beeinflusst und steigt in der Reihenfolge [=N-NO,| <
[=N-CN] < [=CH-NO,].
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e Im Hinblick auf E steigt die Lipophilie in der Reihenfolge
NH<O<C<S/™

Nach Briggs et al.® sollten lipophilere Neonicotinoidin-
sektizide wegen ihrer iiberlegenen Wurzelaufnahme und an-
schlieBenden Translokation fiir die
Saatgutbehandlung giinstig sein.
Wegen der hoheren Lipophilie

zeigen 8 und 12 die beste Wurzel-  gicg, syizer).

Angewandte

gleiche aktive Zentrum gerichtet sind oder mindestens auf
den gleichen Weg, indem sie Enzyme wie AChE hemmen
(Tabelle 3).

Die Insektizidselektivitdt ist heute besonders wichtig
wegen zunehmender Auflagen fiir die Sicherheit von Mensch

Tabelle 3: Selektive Toxizitit von nAChR-Agonisten und AChE-Inhibitoren als Vergleich der LDg,-Werte
nach oraler Verabreichung an Ratten und orale Anwendung gegen die Griine Pfirsichblattlaus (M. per-

aufnahme, wihrend 10 und 12 im

. . . Insektizid Wirkungs- orale Toxizitat orale Toxizitat Selektivitit

Xylem mobiler sind als die anderen . - -
weise Ratte-LDso [mgkg™']  Blattlaus-LDso [mgkg™']  (Ratte/Blattlaus)

Substanzen. Das Ausmaf} der Wur- —
zelaufnahme wird quantitativ durch ~ (9)-(=)-Nicotin nAChR 50 >5 <10
den Transpirationsstromkonzentra- Imidacloprid (7) nAChR 450 036 1300
: P on Clothianidin (12)  nAChR > 5000 0.14 36000
tionsfaktor (TSKF), definiert als p ;.o AChE 150 0.50 300
Verhiltnis der Konzentration einer  Oxydemetonmethyl ~ AChE 70 0.98 71

Verbindung im Transpirationsstrom
(Xylem) zu der Konzentration in
der externen Losung, beschrieben.

Durch Anpassen einer GauB-Kurve an experimentell fiir
zahlreiche Verbindungen beobachtete TSKF (als Funktion
von logP,,) in Gerstensprosslingen konnten Briggs et al.”!
zeigen, dass etwa TSKF(logP,,)=0.784exp[—(logP,,
—1.78)*/2.44] ist. Abbildung 4 ordnet die Verbindungen aus
Tabelle 2 in diese Beziehung ein und verdeutlicht, dass relativ
kleine Lipophilieunterschiede einen recht ausgeprégten Ein-
fluss auf die Wurzelaufnahme haben konnen.

"7‘

WS

0.6

0.4

TSKF
H !
-

0.2
o~ -
-1 0 1 2 3 4
log Pow

Abbildung 4. Transpirationsstromkonzentrationsfaktoren (TSKF) von
nAChR-Agonisten aus Tabelle 2 als Funktion der log P,,-Werte.

3. Bedeutung selektiver Insektizide

In den letzten drei Jahrzehnten wurde eine Reihe von
neuen chemischen Insektizidklassen eingefiihrt, nicht unbe-
dingt mit neuen Wirkmechanismen, aber selektiver im Hin-
blick auf die toxikodynamischen Eigenschaften beziiglich
Insektenschéddlingen. nAChR-Agonisten gehdren zu diesen
neu eingefiihrten chemischen Klassen und zeigen ein giinsti-
ges Umwelt- und Sicherheitsprofil. Neonicotinoidinsektizide
z.B. zielen auf den cholinergen Weg, aber ihre Selektivitit ist
viel hoher als die anderer Insektizide, die entweder auf das
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und Umwelt bei der Zulassung, wie hochentwickelte Sicher-
heitseinschrankungen fiir die Sicherheit der Anwender und
Verbraucher.

Die Selektivitdt von nAChR-Agonisten wie Imidacloprid
(7) oder Clothianidin (12) auf der Grundlage ihrer akuten
Toxizitat ist gegeniiber derjenigen aus Pflanzen gewonnener
(S)-(—)-Nicotinpraparate sehr hoch, wie Tabelle 3 zeigt. In
den USA z.B. wurden die letzten Zulassungen von (§)-(—)-
Nicotin zu Nahrungsmittelzwecken erst 1994 entzogen, drei
Jahre nach der Einfithrung von 7 als erstem Neonicotinoid-
insektizid. Neonicotinoide sind auch viel selektiver als AChE-
Inhibitoren, die vor der Einfithrung der SoCh-Modulatoren
und nAChR-Agonisten die wichtigsten chemischen Kandi-
daten fiir die Bekdmpfung von saugenden Schéidlingen waren
(siche auch Tabelle 1, Abschnitt 1). Allerdings ist die Selek-
tivitdt eines Insektizids auch sehr wichtig in Programmen zur
integrierten Schadinsektenkontrolle (IPM), in denen chemi-
sche Insektizide mit Niitzlingen als biologische Bekdmp-
fungsmaBBnahme kombiniert werden. Daher ist die IPM-
Tauglichkeit einer Substanz heute von grofiter Bedeutung,
und nAChR-Agonisten erfiillen besonders bei systemischer
Anwendung die Anforderungen an moderne, IPM-freundli-
che Insektizide.”*? Die Ungefihrlichkeit fiir Niitzlinge und
Bestéduber ist vor allem durch rdumliche und zeitliche Se-
lektivitiat optimiert worden, so dass z.B. Blattanwendungen
gegen Anfangspopulationen von Schéidlingen moglich
werden, wenn Nutzarthropoden noch fehlen.”

3.1. Selektivitit am aktiven Zentrum

Im Unterschied zum fiir Sdugetiere relativ giftigen (S)-
(—)-Nicotin wirken Neonicotinoidinsektizide als reversible
Agonisten des postsynaptischen nAChR selektiv auf das In-
sekten-ZNS. Insektizide wie 7 oder 12 zeigen infolge deutli-
cher Unterschiede in der Architektur der nAChRs von In-
sekten und Sdugetieren, besonders im Hinblick auf vermut-
lich an der Ligandenbindung beteiligte Aminosédurereste,
wenig oder kaum Affinitdt zu Sduger-nAChRs (z.B. a4fp2-
nAChRs; siehe Abschnitt 4.3).1%? Die Bindungsaffinitit
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von Imidacloprid (7) gegeniiber neuronalen Siuger-a4f32-
nAChRs ist mindestens 1000-mal geringer als die gegeniiber
Insekten-nAChR-Préparaten aus verschiedenen Spezies.
Dies ist ,, Folge der Wechselwirkung von Imidacloprid mit
einer einzigartigen Subsite, die in Insektenrezeptoren aus kat-
ionischen Aminosdureresten besteht und in Sduger-nAChRs
fehlt“, wie von Tomizawa und Casida skizziert.” Die jiingste
Entdeckung des Verlustes der Neonicotinoidbindung durch
eine nAChR-Mutation in der f§1-Untereinheit von M. persi-
cae, die zu einer Substitution von Arginin durch Threonin in
Schleife D fiihrt, zeigt schon die Bedeutung einer positiv ge-
ladenen Aminosdure fiir die Ligandenbindung (siehe auch
Abbildung 7, Abschnitt 4.3). Diese so genannte R81T-Muta-
tion bedingt einen Verlust direkter elektrostatischer Wech-
selwirkungen des elektronegativen Pharmakophors mit dem
basischen Argininrest an dieser Schliisselposition innerhalb
der Schleife D, was zu hoher Resistenz eines solchen Geno-
typs gegeniiber Neonicotinoiden fiihrt.!

Alle kommerziellen nAChR-Agonisten binden selektiv
an Insekten-nAChRs und rufen die gleiche Wirkung wie der
natiirliche Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) hervor, d.h.
agonistische Aktivierung der Rezeptoren durch voriiberge-
henden Einwirtsstrom, der zur Erzeugung von Aktionspo-
tentialen fiihrt. Ahnlich wie die von ACh ist die Bindung von
Neonicotinoiden an nAChRs reversibel, wie ihre schnelle
Desensibilisierung/Erholung wihrend kurzzeitiger Expositi-
on in elektrophysiologischen Ganzzell-Voltage-Clamp-Tests
an isolierten Neuronen sowohl von Sédugetieren als auch von
Insekten zeigt.'®¥ Radioligandenbindungsstudien mit [*H]-7
an Insektenkopfmembranpriparationen ergaben selektive
hohe Affinitdt, spezifische und reversible Bindung mit
schneller Kinetik.” Beriicksichtigt man, dass Siuger-
nAChRs keine bis geringe Affinitdt zu Imidacloprid (7) bei
Konzentrationen im mikromolaren Bereich am aktiven
Zentrum zeigen, ist hohe Selektivitét fiir insektizide Wirkung
fir Neonicotinoidinsektizide gegeben. Das umfangreiche
Wissen, das iiber die funktionale Architektur und molekula-
ren Merkmale der Insekten- und Sduger-nAChRs und ihre
Ligandenbindungsstellen gewonnen wurde, half die Selekti-
vitit dieser Klasse von sicheren und wirksamen Insektiziden
zu erkléren.

4. Nicotinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die kationenselektiven nAChRs gehoren zur ,,Cystein-
schleifen“-Superfamilie ligandengesteuerter Ionenkanile
(LGIK), die fiir die schnelle exzitatorische Neurotransmissi-
on verantwortlich sind. Sie sind gut charakterisierte, kom-
plexe, grofe (Molekulargewicht ca. 290 kDa), pentamere,
allosterische Transmembranproteine und sind beteiligt am
raschen Gating von Ionen, das durch ACh an der neuro-
muskuldren Synapse von Wirbeltieren sowie in allen tieri-
schen Zentral- und Periphernervensystem ausgelost wird.!

Die nAChRs sind Homo- oder Heteropentamere struk-
turell verwandter Untereinheiten; sie umfassen eine extra-
zelluldre N-terminale Domine mit sechs verschiedenen, an
der Ligandenbindung beteiligten Bereichen (Schleifen A—F),
eine Cys-Cys-Schleife, vier C-terminale, den kationenper-
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meablen Kanal bildende Transmembrandominen (TMI1-
TM4) sowie eine intrazelluldre Region von TM3 bis TM4.
Jede Untereinheit umfasst etwa 500 Aminosiduren, wird von
einem separaten Gen kodiert und verfiigt iiber die vier
Transmembrandoménen (TM1-TM4). Die Untereinheiten
sind um die zentrale Pore herum orientiert, sodass der re-
sultierende Transmembranionenkanal durch eine pentamere
Anordnung der von jeder der fiinf Untereinheiten beigetra-
genen TM2-Helixsegmente gebildet wird. Bei Wirbeltieren
wurden siebzehn nAChR-Untereinheiten identifiziert (al-
al0, p1-P4, v, 6 und ¢), die sich zusammenlagern konnen, um
eine vielfiltige Familie von nAChR-Subtypen hervorzubrin-
gen. In Insekten wurden mehrere Gene identifiziert, die
mehrfache nAChR-Untereinheiten kodieren, was die art-
iibergreifende Existenz einer Reihe von Insektenrezeptor-
subtypen vermuten lisst.[’®! Als agonistenkontrollierter Io-
nenkanalkomplex fiir exzitatorische Neurotransmission ist
der nAChR im Insekten-ZNS weit verbreitet und bildet ein
wichtiges Ziel fiir Insektizidwirkung. Anders als ihre Wir-
beltier-Gegenstiicke sind die nAChRs einheimischer Insekten
im Hinblick auf ihre funktionale Architektur, Vielfalt und
Tertidrstruktur noch kaum verstanden.!
Insekten-nAChR-Genfamilien sind kleiner als die von
Vertebraten und sogar anderen Invertebraten wie C. ele-
gans.P® Bislang wurden verschiedene komplette Insekten-
nAChR-Genfamilien anhand vollstindig sequenzierter In-
sektengenome beschrieben, z.B. bei Drosophila melanogas-
ter® mit zehn nAChR-Untereinheiten (sieben Dal-7 und
drei DB1-3), dhnlich dem Malariavektor Anopheles gambiae
(neun Agamal-09 und ein Agamf1). Elf Untereinheiten
wurden bei der Honigbiene (Apis mellifera) beschrieben; sie
umfassen neun Amelo (1o-a9) und zwei Amelp (B1-p2).F™
Wie bei vielen anderen integralen Membranproteinen gelang
es bisher noch nicht, Kristalle irgendeines nAChR in ausrei-
chender Qualitét fiir die hochauflosende Rontgenstruktur-
analyse zu erhalten. Heute sind sowohl die Kristallstruktur
der AChBPs als auch das verfeinerte Modell des membran-
gebundenen Torpedo-AChRP* zur Beschreibung der Wech-
selwirkungen zwischen nAChRs und entsprechenden
nAChR-Agonisten verfiigbar (Abbildung 5).

4.1. Acetylcholinbindende Proteine

Ein wichtiger Durchbruch beim Verstdndnis der Cys-
Schleifen-Rezeptor(CLR)-Struktur, besonders in Bezug auf
den Ligandenbindungsmechanismus, ergab sich aus der
Charakterisierung und Strukturaufkldrung verschiedener
16slicher homopentamerer AChBPs.

Das AChBP hat die gleiche allgemeine Struktur wie der
extrazelluldre Teil des nAChRP® und enthilt das fiir ligan-
denbindende Rezeptoruntereinheiten typische vicinale Cys-
teinpaar. AChBPs werden von Gliazellen im ZNS von Mol-
lusken sezerniert, z.B. der StiBwasserschnecke Lymmnea stag-
nalis (Ls-AChBP)™! und der Meerschnecke Aplysia califor-
nica (Ac-AChBP), die nur 33 % Aminosiureidentitit mit Ls-
AChHBP hat, jedoch alle bei Ls-AChBP identifizierten funk-
tionalen Reste aufweist.”! Ac-AChBP zeigt eine #hnlich
hohe Empfindlichkeit sowohl fiir Neonicotinoide als auch fiir
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Abbildung 5. a) Dreidimensionale (3D-)Struktur von Torpedo-marmora-
ta-nAChR in Seitenansicht (oben) und entlang des Kanals betrachtet
(unten). Die Agonisten-Bindungsdomine, Transmembrandomine und
zytoplasmatische Domine werden als ,,AD“, ,TM* bzw. ,,CD* bezeich-
net. b) Die entsprechenden Ansichten der 3D-Struktur von Ac-AChBP.
Die Bilder wurden aus den PDB-Eintragen 2BG9 und 2BYN erstellt,
siehe Lit. [35a] und [35b].

Nicotinoide wie (S)-(—)-Nicotin, Ls-AChBP hingegen gerin-
gere Neonicotinoid- und hohere Nicotinoid-Empfindlichkei-
ten (Tabelle 4).*!

Tabelle 4: Kristallstrukturen von Mollusken-AChBPs in apo-Form und im
Komplex mit nattirlichen und kommerziellen nAChR-Agonisten, nach
Auflésung in A sortiert.

PDB-IDE  Organismus®  Ligand® Auflssung  Jahr

2XZ5 Ac ACh 2.80 2010
2Z)V Ls 12 2.70 2008
2ZJu Ls 7 2.58 2008
3C79 Ac 7 2.48 2008
1UW6 Ls (S)-(—)-Nicotin 2.20 2004
2BYN Ac apo-Form 2.02 2005
3C84 Ac 8 1.94 2008
2Y7Y Ac apo-Form 1.90 2011

[a] Nomenklatur folgt der jeweiligen Nummerierung in den PDB-Datei-
en. [b] Ac=Aplysia californica, Ls= Lymnea stagnalis. [c] ACh = Acetyl-
cholin.

2005 beschrieb Unwin eine verfeinerte (kryo-)elektro-
nenmikroskopische Struktur des heteropentameren Wirbel-
tiermuskeltyprezeptors mit erheblicher Strukturidhnlichkeit
mit der Ls-AChBP-ligandenbindenden Domine (LBD; Ab-
bildung 5).5%

4.2. Agonisten-Bindungsstelle

Die ACh-Bindungsstelle des nAChR befindet sich in der
hydrophilen extrazelluliren Doméne des nAChR an der
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Grenzfliche zweier benachbarter Untereinheiten und wird
von sechs verschiedenen Regionen in der N-terminalen ex-
trazelluliren Domine gebildet (Schleifen A-F), wozu jede
der benachbarten Untereinheiten drei Schleifen beitragt.*?!
Mehrere Studien haben die Identifizierung wichtiger Wech-
selwirkungen ermoglicht, die zur Bindung von Liganden wie
ACh und (S)-(—)-Nicotin an der Agonisten-Bindungsstelle
der nAChRs fiihren, die auch bei AChBP konserviert ist.[*’]

4.3. Mechanismus der Agonistenbindung

Bevor AChBP intensiv kristallographisch bearbeitet
wurde und somit Bindungstaschen fiir rationales Design von
nAChR-Agonisten verfiigbar waren, wurden dreidimensio-
nale Anordnungen molekularer Merkmale, die den nAChR-
Liganden gemein sind, in so genannten ,,Pharmakophoren®
abgebildet (siche Abschnitt 2.2). Bereits frithzeitig wurden
»hicotinische Pharmakophore® definiert, die aber entweder
nicht alle spezifischen Bindungsdaten beriicksichtigten oder
von pharmakologischen Daten abgeleitet wurden.*! In jiin-
gerer Zeit wurden AChBPs mit gebundenen nAChR-Ago-
nisten cokristallisiert, was detailierte Strukturinformationen
lieferte. So konnten die wichtigsten Wechselwirkungen und
die beteiligten Aminosduren identifiziert werden (Tabelle 4).
Die hochaufgelosten Kristallstrukturen von Mollusken-
AChBPs im Komplex mit den nAChR-Agonisten 7, 8 und 12
(Tabelle 41, Abbildung 6) haben Bindungsorientierung und
molekulare Erkennung fiir ihre charakteristischen elektro-
negativen N-Nitroimino- oder N-Cyanimino-Pharmakophore
gezeigt, im Unterschied zu einer kationischen Funktionalitét
nicotinischer Agonisten wie (S)-(—)-Nicotin."!

Abbildung 6 vergleicht die Modi der Bindung von (S)-
(—)-Nicotin und Imidacloprid (7) an AChBP aus A. califor-
nica und L. stagnalis. Die Abbildung wurde aus den PDB-
Eintragen 1UW6 ((S)-(—)-Nicotin im Komplex mit Ls-
AChBP;*®! Abbildung 6b), 2ZJU (7 im Komplex mit Ls-
AChBP;*" Abbildung 6d) und 3C79 (7 im Komplex mit Ac-
AChBP;*% Abbildung 6¢) erstellt. Abbildung 6¢ zeigt ein
Modell des Modus der Bindung von (§)-(—)-Nicotin an Ac-
AChBP auf der Grundlage von 3C79 und 1lUW6. Zur besse-
ren Lesbarkeit wurden an der Ligandenbindung beteiligte
Wasserstoffatome fiir die Abbildungen 6 b—e modelliert.

In jedem der vier Fille umgeben aromatische Amino-
sduren das protonierte Ladungszentrum des (S)-(—)-Nicotins
oder das positiv polarisierte n-System des N-Nitroguanidins
von 7. Dariiber hinaus vermittelt ein konserviertes Wasser-
molekiil eine Wasserstoffbriicke zwischen den Pyridin-Stick-
stoffatomen von sowohl 7 als auch (S)-(—)-Nicotin und dem
Riickgrat der D-Schleife vom AChBP. Bei Uberlagerung
mehrerer Rontgenkristallstrukturen von AChBP im Komplex
mit nAChR-Agonisten ist die Position dieses Wassermolekiils
auffallend konserviert, was dessen gro3e Bedeutung fiir die
Ligandenbindung illustriert. Wegen der Protonierung von
(8)-(—)-Nicotin unter physiologischen Bedingungen ist eine
Wasserstoffbriicke zum Riickgrat-Tryptophan (W143) wahr-
scheinlich (Abbildung 6b,c). Eine analoge Wasserstoffbriicke
wird bei der Bindung von Clothianidin (12) im Komplex mit
Ac-AChBP beobachtet, wobei die Wasserstoffbriicke zu
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Abbildung 6. Modi der Bindung von Imidacloprid (7) und (S)-(—)-Nicotin
an Ac-AChBP und Ls-AChBP. a) Uberlagerung zweier benachbarter Mono-

mere, erstellt aus den PDB-Eintragen 3C79, TUW6 und 2ZJU. Nur fir letz-

teren ist der Ligand 7 dargestellt. In den tbrigen Bildern sind die jeweili-
gen Strukturen — aus dhnlichen Perspektiven heraus — vergréflert darge-
stellt. b) Bindung von (S)-(—)-Nicotin an Ls-AChBP (PDB-ID 1UWS).

c) Bindung von (S)-(—)-Nicotin an Ac-AChBP (Modell aus 3C79 erstellt).
d) Bindung von 7 an Ls-AChBP (aus 2ZJU erstelltes Modell). Bindung von
7 an Ac-AChBP (aus 3C79 erstelltes Modell).

W143 iiber eine NH-Einheit seines Guanidinzentrums zu
verlaufen scheint (nicht gezeigt, Thara et al[*®). Ein Ver-
gleich der Bindungsarten von 7 mit Ls- und Ac-AChBP of-
fenbart feine, aber entscheidende Unterschiede in Schleife D.
Bei Ac-AChBP bildet die N-Nitroiminogruppe eine Wasser-
stoffbriicke zu einem Glutaminrest (Q57; Abbildung 6¢).
Keine solche Wechselwirkung findet sich bei Ls-AChBP
(Abbildung 6d,e).

Als Ergebnis dieser Wechselwirkungen stimmen die Py-
ridinringe von Imidacloprid (7) und (S)-(—)-Nicotin sehr gut
iiberein, wenn man ihre gebundenen Konformationen mit
AChHBP iiberlagert. Der elektronegative [-N-C(N)=N-NO,]-
Pharmakophor von 7 und das positiv geladene Zentrum von
(8)-(—)-Nicotin zeigen jedoch in entgegengesetzte Richtun-
gen, was in der Literatur als ,,inverse Pharmakophore* be-
zeichnet wird (vgl. Abbildung 6b-¢). Diese Bindungsweisen
sind auch mit den beobachteten Bindungsaffinititen in Ein-
klang.'¥ Die Bindungskonstanten der Bindung von (S)-(—)-

P. Jeschke et al.

Nicotin an Ls- und Ac-AChBP liegen in der gleichen
GroBenordnung, wihrend 7 Verzehnfachung der Affinitit
von Ls-AChBP zu Ac-AChBP zeigt, was die zusétzliche
Wasserstoffbriicke an Glutamin Q57 widerspiegelt.

Die unterschiedliche Stirke der Bindung von Neoni-
cotiniden und Nicotiniden an Ac- und Ls-AChBP wird
hiaufig fiir die These verwendet, dass diese beiden Proteine
stellvertretend das Verstdndnis der Selektivititen dieser
Stoffklassen gegeniiber nAChRs in Insekten und Verte-
braten fordern konnten. In diesem Zusammenhang sind
Homologiemodelle der Rezeptordoméne von nAChR in-
teressant, um die Giiltigkeit und die Grenzen dieser An-
nahme zu verstehen.

In den Kristallstrukturen der AChBPs erkennt man
konserviert wiederkehrende Architekturen, die schon
mehrfach als Template zur Erstellung von Homologiemo-
dellen der extrazelluliren Doméne von nAChRs herange-
zogen wurden.'>**41 Diese Modelle erméglichen ein
strukturbasiertes Verstdndnis der atomaren Details der
subtypspezifischen nAChR-Agonistenbindung.

Nach einem zhnlichen Verfahren! wurden, ausgehend
von der Rontgenkristallstruktur von Ls-AChBP (PDB-ID
1I9B), Homologiemodelle fiir die B1-Untereinheit der
Rezeptordomédne von nAChR aus der Griinen Pfirsich-
blattlaus (Myzus persicae SULZER) erstellt.””) Ebenso
wurden fiir die fiinf Untereinheiten a,_s-Modelle erzeugt.
Da die genaue Zusammensetzung des sensitiven Insek-
tenrezeptors nach wie vor unbekannt ist, wurde ein Kon-
sensusmodell aller fiinf a-Untereinheiten erstellt und ge-
meinsam mit dem Modell der P1-Untereinheit auf ein
Dimer, das aus dem homopentameren AChBP in seinen
Komplexen mit Imidacloprid (7), Thiacloprid (8) und
Clothianidin (12) extrahiert wurde, strukturbasiert (siche
Tabelle 4 fiir die jeweiligen PDB-IDs).

Das schlieBlich erhaltene Dimermodell der Rezeptor-
doméne ermoglicht die Untersuchung des Bindungsmodus
von Imidacloprid (Abbildung 7). Ein Cluster von konser-
vierten Aminosidureresten sowohl der a- als auch der -
Untereinheit umgibt und stabilisiert die N-Nitroguanidin-
gruppe. Das Stickstoffatom des 6-Chlorpyridin-3-ylme-
thylrests bildet eine wasservermittelte Wasserstoffbriicke

zum Riickgrat der f-Untereinheit der D-Schleife. Insofern ist
die Situation sehr analog zu der bei AChBP (Abbildung 6).
Beim sensitiven Wildtyp der Griinen Pfirsichblattlaus
(M. persicae SULZER) kann eine Argininseitenkette — wieder
von Schleife D — eine zusétzliche Wasserstoffbriicke mit der
N-Nitroiminogruppe der Neonicotinoide bilden. Die durch
diesen Rest eingefiihrte positive Ladung verstdrkt die Bin-
dung, indem vermittels Elektronendispersion die m-7-Wech-
selwirkung mit den aromatischen Aminosiduren intensiviert
wird: Dieser Effekt lasst sich mit korrelierten Ab-inito-
Rechnungen quantifizieren und liegt in der Groenordnung
von 4-6 kcalmol '.*! Diese Situation ist in Abbildung 7d
dargestellt. Die nAChRs der resistenten Mutante der Griinen
Pfirsichblattlaus (M. persicae SULZER) sowie des Menschen
tragen einen ungeladenen Threoninrest an dieser Position,
der nicht nur auBlerstande zur Bildung von Wasserstoffbrii-
cken ist, sondern auch die m-m-Wechselwirkung nicht ver-
starken kann (Abbildung 7c). Sowohl bei Ac- als auch bei Ls-
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Abbildung 7. Die R81T-Schliisselmutation in Modellen der agonisten-
bindenden nAChR-Dominen der Griinen Pfirsichblattlaus (M. persicae
suLzeRr). Die fB,-Untereinheit ist rot dargestellt; nur eine der fiinf még-
lichen Untereinheiten a,—as ist gelb gezeigt; (b) zeigt eine Ubersicht
mit 7 als Kalottenmodell. Alle vier Bilder zeigen die gleiche Perspekti-
ve. Auf (b)—(d) ist der Ligand 7 als Kugel-Stab-Modell mit orangefarbe-
nen Kohlenstoffatomen dargestellt, und die Aminoséuren an der resis-
tenzvermittelnden Mutationsstelle 81 werden als Stabmodelle gezeigt.

AChBP nimmt ein Glutamin diese entscheidende Position
ein, kommt aber nur im Falle von Ac-AChBP der N-Nitro-
iminogruppe nah genug, um eine Wasserstoffbriicke bilden zu
konnen (Abbildung 6¢); Glutamin ist natiirlich nicht in der
Lage, per Dispersion in der beschriebenen Weise auf die rt-rt-
Wechselwirkung Einfluss zu nehmen, wie dies eine geladene
Funktion konnte (Abbildung 7b).

5. Biologisches Profil und Anwendungsaspekte

Die landwirtschaftlichen und gartenbaulichen Anwen-
dungen von nAChR-Agonisten wie Neonicotinoidinsektizi-
den sind enorm, wie ein globaler Umsatz von deutlich iiber
2.6 Mrd. § fiir die gesamte chemische Klasse zeigt. Daher
wiirde es den Rahmen dieses Aufsatzes sprengen, alle An-
wendungsaspekte abzudecken, die fiir diese Stoffklasse und
ihre Verwendung als Insektizide an mehr als 100 Kultur-
pflanzen weltweit gegen landwirtschaftliche Schédlinge
ebenso wie gegen Haushaltsschédlinge und als Ektoparasiti-
zide fiir die Tiergesundheit relevant sind. Thr agronomisches
Profil sowie ihre Wirksamkeit wurden in einer Reihe von
umfassenden Artikeln in den letzten 15 Jahren bewertet,
weswegen dieser Abschnitt5 nur kurz einige Aspekte be-
leuchten soll und wir einen Blick auf einige der kiirzlich
veroffentlichten Ubersichtsartikel als weiterfiihrende Litera-
tur zu den biologischen Aspekten empfehlen.[!31418.2450]

Aufgrund einiger wichtiger Substanzeigenschaften, nam-
lich schneller Blatt- und Wurzelaufnahme, Translokation in
die Blattspitzen, ausgezeichneter akuter und persistierender
Wirksamkeit besonders gegen saugende, blattminierende und
kiferartige Schidlinge — einschlieBlich von gegeniiber ande-
ren chemischen Klassen resistenten Populationen wie Blatt-
lausen, Weillen Fliegen, Zikaden, Miniermotten, Kartoffel-
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kifern, Reisriisselkdfern und anderen — sind Neonicotinoide
die vielseitigsten Insektizide fiir ein breites Spektrum von
Nutzpflanzen. Doch nicht nur Nutzpflanzenschidlinge
werden durch diese Insektizide bekdmpft; viele werden auch
zur Bekdmpfung Haushaltsschidlingen und urbanen Schad-
insekten einschlieBlich Termiten, Ameisen, Kakerlaken und
Stubenfliegen sowie Rasenschidlingen wie Engerlingen ver-
wendet (Abbildung 8).

Abbildung 8. Neonicotinoidanwendungen in der urbanen Entomolo-
gie. a) Bekampfung von Stubenfliegen durch Wandanstrich, b) Scha-
ben mithilfe von Gelen sowie c) Ameisen durch Einsatz von Kédern.

Veterindrmedizinisch sind mehrere Neonicotinoide
wichtig, z. B. zur Bekédmpfung von Katzen- und Hundeflohen
(Ctenocephalides felis und C. canis).**! Die physikochemi-
schen Eigenschaften machen sie einzigartig hinsichtlich der
Vielfalt der moglichen Anwendungsverfahren, z.B. Boden-
behandlungen durch Granulate oder Spritzung, Saatgutbe-
handlung, Stamminjektion, Anstreichen, Eintauchen, Ko-
dergele und natiirlich Sprithen. Einige der Anwendungsver-
fahren wurden nur aufgrund der Verfiigbarkeit von Neoni-
cotinoiden eingefiihrt und haben die integrierten Bekdmp-
fungsansitze revolutioniert.”™ Die folgenden Abschnitte
gehen kurz auf einige der obigen Anwendungsaspekte ein.

5.1. Bekdimpfung von Virusvektoren

Virale und bakterielle Erkrankungen von Pflanzen sind
weltweit von zunehmender Bedeutung und koénnen wegen
der Ubertragung durch einen auch als Vektor bezeichneten
Schidling gravierende Auswirkungen auf Qualitédt und Ertrag
einmal befallener Kulturpflanzen haben. Phytopathogene
Viren werden hauptsédchlich durch saugende Insekten wie
Blattlduse, Weille Fliegen, Thripse und Zikaden tibertragen.
Natiirlich schidigen Blattlduse und andere saugende Schid-
linge wie Weille Fliegen die Pflanzen durch Fraf, aber die
indirekten Schiden durch die Ubertragung von Viruser-
krankungen sind in vielen Fillen eine groflere Bedrohung.
Die Griine Pfirsichblattlaus (M. persicae SULZER) ist ein be-
kannter Vektor fiir mehr als 150 Viruserkrankungen. Aller-
dings konnen sich Weil3e Fliegen wie Bemisia tabaci auf mehr
als 500 Wirtspflanzen vermehren und sind sogar noch schid-
licher durch die Ubertragung von Pflanzenkrankheiten; so
gingen z. B. von 1997 bis 2000 mehr als 11 000 Arbeitsplétze in
der brasilianischen Tomatenindustrie wegen durch die Weifle
Fliege iibertragener Geminiviren verloren.’!! Viruskrank-
heiten werden allgemein in nicht-persistente (Ubertragung
innerhalb von Sekunden) und persistente (lingere Saugzeiten
notig) eingeteilt. Viele Neonicotinoidinsektizide sind dafiir
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bekannt, wegen ihrer schnellen systemischen Wirkung auf
saugende Virusvektor-Schadinsekten indirekt die Ausbrei-
tung von Pflanzenviren in behandelten Pflanzenbestédnden zu
verhindern. Imidacloprid (7) zeigt hervorragende Virussup-
pressionswirkung gegeniiber dem von der Haferblattlaus
(Rhopalosiphum padi 1..) und der Getreideblattlaus (Sitobion
avenae F.)  lbertragenen  Gerstengelbverzwergungsvirus
(BYDV).P!l Weitere Beispiele sind Zuckerriibensaatpillie-
rung mit 7 zur Verhinderung der Ubertragung des milden
Zuckerriibenvergilbungsvirus (BMYV)®! und Blattanwen-
dung bei Tomaten gegen Weile Fliegen zur Verhinderung der
Ubertragung des Tomatenvergilbungsvirus (TYLCV).P¥

5.2. Innovative Formulierungskonzepte

Aufnahme und Translokation in planta systemisch wir-
kender Insektizide wie Neonicotinoide und anderer neuer
nAChR-Agonisten hidngen von den Einsatzbedingungen ab,
um maximale Wirksamkeit zu erreichen, was durch moderne
Formulierungskonzepte beeinflusst werden kann, die auf der
Basis ihrer physikochemischen Eigenschaften auf beste
Leistung zugeschnitten werden konnen. Solche Konzepte
wurden ausfiihrlich besprochen,™ daher werden in der Folge
nur zwei sehr aktuelle Beispiele fiir Formulierungsinnova-
tionen bei Bayer CropScience AG kurz beschrieben, ndmlich
die Oldispersionstechnik fiir Blattanwendungen und eine
Technik, die zur Verbesserung von Pflanzenschutz und Ertrag
konventionelle Saatgutbehandlung mit biologischen Be-
kdmpfungsmitteln verbindet.

Bayer CropScience AG hat vor kurzem ein Formulie-
rungskonzept eingefiihrt, das die Inkompatibilitdt zwischen
Wasser und Ol iiberwindet. Die Technik heit O-TEQ (Oil
Dispersion, OD) und wurde z. B. fiir 7 (Confidor O-TEQ 200)
und 8 (Biscaya OD 200) kommerziell eingesetzt.>®

Die OD-Formulierung wird beschrieben als ,,stabile Sus-
pension der Wirkstoffe in einer mit Wasser nicht mischbaren
Fliissigkeit, die andere geloste Wirkstoffe enthalten kann,
vorgesehen zur Verdiinnung mit Wasser vor der Verwen-
dung“ "'l Die OD-Technik bietet neue Méoglichkeiten bei der
Aufnahme und dem Transport systemischer Agonisten des
nAChR in Pflanzengewebe und Schadinsekten. Besonders
Regenfestigkeit und Penetration nach Blattdiingung sind mit
OD-Formulierungen hoher als bei anderen Formulierungs-
typen wie SC (Suspension Concentrate, SC), wie in Abbil-
dung 9 gezeigt. Neonicotinoid-Formulierungskonzepte wie
O-TEQ konnen Landwirten bei der nachhaltigen Bekdmp-
fung von Schidlingen helfen, indem sie die Auswirkungen
von Umweltfaktoren auch unter ungiinstigen Bedingungen
wie Regen kurz nach der Behandlung reduzieren.

Ein zweites, vor sehr kurzer Zeit eingefiihrtes Verfahren
(Erstzulassung 2010) ist eine Kombination von Clothianidin
(12) und Sporen des natiirlich vorkommenden Bakteriums
Bacillus firmus zur Saatgutbehandlung von Mais, Baumwolle
und Sojabohnen. Die Kombination zur Saatgutbehandlung
wird unter dem Markennamen Poncho/Votivo beispielsweise
fiir Mais vermarktet und schiitzt junge Pflanzen vor Schid-
lingen wie Ypsiloneulen (Agrotis ypsilon ROTTEMBERG) und
Drahtwiirmern (Melanotus spp., Agriotes spp.) wahrend der
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Abbildung 9. Kinetik der Penetration von SC-200- und O-TEQ-200-For-
mulierungen von 7 durch isolierte Apfelblattkutikeln (Daten von R.
Pontzen, Bayer CropScience AG).

kritischen frithen Entwicklungsstadien, was zu einer gesiin-
deren Entwicklung der Wurzeln und stiarkerem Stand fiihrt.
Direkt auf das Saatgut aufgebracht, schiitzt die Kombination
zum Beispiel Sojapflanzen iiber und unter der Erde, d.h., sie
verhindert Schdden an Keimlingen durch Blattlduse (iiber 12)
und an Wurzeln durch Sojabohnen-Zystennematoden (iiber
B. firmus).

6. Phytotonische Wirkungen

Umgebungsbedingungen beeinflussen bekanntermaf3en
Pflanzenwachstum und Ertrag sowie Produktqualitit; z.B.
konnen ungiinstige Wetterbedingungen wie Diirrestress oder
Néhrstoffmangel in Abhéngigkeit von der Zeitskala der Ex-
position gegeniiber solchen widrigen Bedingungen erhebliche
Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum haben.”® Widrige
und belastende Umsténde beeintrédchtigen die Energiebilanz
der Kulturen und konnen zu weniger Erzeugung der Energie
fithren, die fiir richtiges Wachstum, Ertrag und anschlieBende
Qualitdtsmerkmale nach der Ernte notwendig ist. Daher sind
maximales Wachstum, Entwicklung der Pflanzen und
hochstmogliches Ertragspotenzial in der Regel weit entfernt
von dem, was ohne Stressfaktoren erhalten werden konnte.
Nach der Einfithrung von Imidacloprid (7) in den Pflanzen-
schutz wurden zahlreiche Beobachtungen zu pflanzenstimu-
lierenden (so genannten phytotonischen) Effekten gemacht,
die nicht mit einer Verringerung des Schidlingsdrucks kor-
reliert werden konnten. Es wurde gefunden, dass Verbin-
dungen wie 7 und 9 das Pflanzenwachstum stimulieren und
damit zu hoheren Ausbeuten unter Bedingungen fiihren
konnen, die normalerweise Pflanzen durch abiotischen Stress
weniger produktiv machen. 4>’

6.1. Auswirkungen auf die Pflanzengesundheit und Uberwindung
von Umweltstress
Die Zahl der Studien, die die Auswirkungen von Neoni-
cotinoiden auf abiotischen Stress bei Pflanzen griindlich un-

tersuchen, ist recht begrenzt; es wurde jedoch eine der aus-
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fiihrlichsten Studien mit Imidacloprid (7) an Gerste unter
kurzfristigen Trockenstressbedingungen durchgefiihrt. Die
mit 7 getrdnkten Pflanzen zeigten besseres Wachstum, und
die Genexpressionsanalyse ergab, dass die Expression von
Diirrestressmarkergenen verzogert wurde, was zu weniger
ausgepragtem Riickgang der photosynthetisch getriebenen
Energieerzeugung fiihrte.**! Gewichshausstudien mit Arabi-
dopsis thaliana demonstrierten auch das Potenzial von 7,
Uberleben und Wachstum unter Trockenstressbedingungen
zu verbessern (Abbildung 10).

a) b) c)

Abbildung 10. Wachstumsrate und Uberleben von Arabidopsis thaliana.
a) Trockenstress unbehandelt. b) Trockenstress plus 7 (0.5 mg pro
Topf). c) Ohne Stress.

2004 bestatigten Feldversuche das Potenzial von 7, mé-
Bigen Trockenstress bei Pflanzen, mit einer durchschnittlich
10-prozentigen Ertragssteigerung bei Baumwolle, zu lin-
dern.**? Diese Befunde zeigen deutlich, dass 7 abgesehen
von seiner insektiziden Wirkung auch Pflanzen bei der Mil-
derung der Auswirkungen von abiotischem und biotischem
Stress unterstiitzt, und es wird spekuliert, dass die beobach-
teten Effekte moglicherweise systemisch durch den im
Phloem mobilen Imidaclopridmetaboliten 6-Chlornicotin-
sdure (6-CNA) induziert werden. Erste experimentelle
Belege fiir Wirkungen von 6-CNA wurden durch den Nach-
weis der Induktion von salicylatassoziierten Pflanzenab-
wehrmechanismen bei A. thaliana erbracht.*!

7. Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Vor der Verfiigbarkeit von Cokristallstrukturen war ra-
tionales Design auf ligandenbasierte Ansétze beschréinkt.
Diese waren relativ erfolgreich, was vielleicht durch den
Umstand gefoérdert wurde, dass zumindest die Bindung von
(8)-(—)-Nicotin und seinen Analoga mehr durch Enthalpie
als durch Entropie angetrieben wird."?! Enthalpiebeitrige
sind der Berechnung weit besser zugénglich als Entropiebei-
trage.

7.1. Elektrostatische Potentiale

Elektrostatik ist ein Hauptantrieb molekularer Erken-
nungsprozesse. Besonders fiir nAChR-Agonisten wie Neo-
nicotinoide wurde die FElektrostatik dieser Verbindungen

schon sehr friih als wichtiger Faktor identifiziert und sowohl
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fiir qualitative als auch fiir quantitative Struktur-Wirkungs-
Beziehungen (QSAR) verwendet "4

Abbildung 11 zeigt die elektrostatischen Potentiale
(ESPs) sieben kommerzieller nAChR-Agonisten (siche auch

10

Abbildung 11. Isoflichen der ESPs der nAChR-Agonisten 7-13. Die EPS
wurden direkt aus DFT-Elektronendichten anstatt von Atomladungen
berechnet. Ein positives und ein negatives Isoniveau ist fir jedes Mo-
lekiil dargestellt; die jeweiligen Werte sind in atomaren Einheiten (au)
angegeben. Die Berechnung erfolgte gemaf Literatur.%’!

Abbildung 2). Die ESP wurde mithilfe der Dichtefunktio-
naltheorie (DFT) berechnet. Alle diese Molekiile haben ein
ausgeprigtes Dipolmoment. Die raumliche Ahnlichkeit der
ESPs ist hoher, als es die Breite der chemischen Variation
vermuten lieBe.

Alle Molekiile weisen zwei Regionen mit dominant ne-
gativem ESP auf, von denen die erste vom freien Elektro-
nenpaar des Stickstoffatoms in den 6-Chlorpyridin-3-ylme-
thyl/2-Chlor-1,3-thiazol-5-ylmethyl-Gruppen erzeugt wird
(oder im Falle des Tetrahydrofur-3-ylringes in Dinotefuran
(13) vom Sauerstoffatom und seinen freien Elektronenpaa-
ren). Die elektronegativen Pharmakophore generieren die
zweite Region von negativem ESP. Im Rezeptor fungieren
diese Molekiilteile als Wasserstoffbriickenakzeptoren, wie in
Abschnitt 4 diskutiert. Der ausgeprégte ,,Wulst* von positi-
vem ESP passt sehr gut in die Umgebung aromatischer -
Systeme, die von aromatischen Aminosduren in der Binde-
tasche des nAChR gebildet wird.

Alignments der Molekiile nicht anhand der Kernpositio-
nen, sondern nur aufgrund ihres ESP ergeben molekulare
Uberlagerungen, die den von Cokristallstrukturen abgeleite-
ten Uberlagerungen iiberraschend gut entsprechen. In Ab-
schnitt 4.3 und Abbildung 6 wurden die Unterschiede der
Rezeptorbindung von (S)-(—)-Nicotin und 7 bereits disku-
tiert, wobei die umgekehrten Orientierungen der jeweiligen
kationischen und elektronegativen Pharmakophore hervor-
gehoben wurden. Abbildung 12 betont die Unterschiede der
protonierten Formen von (S)-(—)-Nicotin und 7, die erwar-
tungsgemiB nicht iibermifig viele Ahnlichkeiten hinsichtlich
der Elektrostatik teilen.
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Abbildung 12. a) Isoflichen der ESPs von 7. b) Protoniertes (S)-(—)-Ni-
cotin. Siehe Abbildung 11 fiir Details der Berechnung. Vier Isoniveaus
sind fur jedes Molekiil dargestellt; die jeweiligen Werte sind in atoma-
ren Einheiten (au) angegeben. Die Isofliche des ESP bei —0.05 au
kann fiir das protonierte (S)-(—)-Nicotin nicht visualisiert werden.

7.2. Lokale Reaktivititsdeskriptoren fiir Metabolismus-
Untersuchungen

Die Anwendung der Dichtefunktionaltheorie, vorange-
trieben von der Arbeit von Yang und Parr,' hat eine solide
Grundlage fiir theoretische Konzepte des chemischen Den-
kens z.B. hinsichtlich Elektronegativitat, Harte und Weich-
heit geliefert. Die Fukui-Funktion F(r)'*"! bietet eine einfache
Moglichkeit zur Berechnung lokaler Reaktivitét. Sie ist als
partielle Ableitung der Elektronendichte in Bezug auf die
Elektronenzahl N bei einer festen Anordnung der Kerne
(=molekularen Geometrie) V[r| definiert. F(r) spiegelt somit
die Zuginglichkeit eines Molekiils fiir Verdnderungen der
Elektronendichte an einem bestimmten Punkt im Raum r
wider. Die rechten und linken Ableitungen der Elektronen-
dichte sind unterschiedlich, was chemisch als Angriff durch
ein Elektrophil bzw. Nukleophil interpretierbar ist.

Fukui-Funktionen konnen verwendet werden, um elek-
trophile und nukleophile Angriffspunkte fiir ein bestimmtes
Molekiil abzuschitzen. Es hat sich gezeigt, dass die Maxima
der Fukui-Funktion fiir den elektrophilen Angriff zur Vor-
hersage von moglichen Angriffspunkten fiir oxidativen Me-
tabolismus genutzt werden kann, wobei die Interpretation
einige Erfahrung und chemische Intuition erfordert."! Dar-
tiber hinaus eignen sich Fukui-Funktionen auch als moleku-
lare Felder fiir 3D-QSAR-Methoden und haben sich insbe-
sondere in 3D-QSAR-Modellen fiir nAChR-Aktivitit-Bin-
dungsaffinititen bewihrt./*®

Abbildung 13 zeigt die Fukui-Funktionen kommerziell
erhiltlicher nAChR-Agonisten (siche auch Abbildung 2).
Die Maxima der Fukui-Funktion fiir einen elektrophilen
Angriff an den CH,-Wasserstoffatomen im Fiinfringsystem
von Imidacloprid (7) lassen sich beispielsweise sehr gut mit
den experimentell beobachteten metabolischen Hydroxylie-
rungen an genau diesen Positionen in Verbindung bringen
(siehe dazu die griinen Isofldchen in Abbildung 13).

Das gleiche gilt fiir Thiamethoxam (9), dessen metaboli-
sche Ringoffnung zum Clothianidin (12)!'%! auch aus den
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Abbildung 13. |soflichen der Fukui-Funktionen fiir elektrophilen (griin,
fest; Isoniveau 0.05 au) und nukleophilen Angriff (purpurn, Netzdar-
stellung; 0.05 au), berechnet anhand von DTF-Elektronendichten®®! fiir
Ringsysteme (7-9) und nicht-cyclische Strukturen (10-13). Anordnung
der Molekiile wie in Abbildung 2.

Fukui-Funktionen in Abbildung 13 vorhergesagt werden
kann.

8. Aktuelle Trends

Derzeit wird das weltweite Umsatzwachstum von
nAChR-Agonisten wie Neonicotinoidinsektiziden zuneh-
mend durch Generika (patentfreie Produkte) beeintrichtigt.
Nachdem Imidacloprid (7) 2006 in vielen Lindern zum Ge-
nerikum wurde, lduft der Patentschutz fiir weitere kommer-
zielle Verbindungen wie 8-13 (siche Abschnitt 1.1) 2013 aus.
Dies fithrte bereits zur Herstellung patentfreier Produkte
(China, Indien), und ein zunehmender Preisverfall diirfte die
Entwicklung der Schédlingsresistenz gegen die Neonicotino-
id-Tnsektizidklasse (siche Abschnitt 5) begiinstigen. Daher
sind die Entdeckung und Entwicklung neuer nAChR-Ago-
nisten zur Uberwindung metabolischer Resistenz wesentlich;
allerdings konnen Mutationen kritischer Aminosduren in
nAChR-Untereinheiten die Situation fiir jeden neuen Ago-
nisten mit Bindungsweise dhnlich jener der Neonicotinoide
und Nicotinoide verkomplizieren.

8.1. Literatur-inspirierter Ansatz

Seit einigen Jahren werden wichtige patentfreie Zwi-
schenprodukte wie CCMP (15) und CCMT (21), Bausteine
wie 17 (Schema?2) und Methyl-N-cyanacetimidat (Zwi-
schenprodukt fiir 11) oder die Nitromethylene NTN32692 (6)
und Nitenpyram (10) (siche Abschnitt 1.1) in noch gréerem
Ma8 zur Fragmentkombination oder pharmakophorbasierten
Modifikation verwendet (siche Abschnitt 8.2.2)." Derzeit
enthalten die meisten in China entwickelten neonicotinoid-
basierten Insektizide nur marginale Strukturvariationen ge-
geniiber bekannten kommerziellen Produkten und damit
keine weitere Innovation. Zum Beispiel fiihrte die Kombi-
nation des bioisosteren 2-Chlor-1,3-thiazol-5-ylmethylfrag-
ments mit 17 oder N-Cyan-N'-methylethanimidamid zu
Imidaclothiz (25; Name in China genehmigt, kein ISO
Common Name) und JT-L001 (26; Abbildung 14).

Obgleich die beiden chemischen Strukturen bereits zu-
sammen mit denen von Imidacloprid (7)"" und Acetamiprid
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Imidaclothiz (25) JT-L0OO1 (26)

Guadipyr (27)

Abbildung 14. Chemische Strukturen von Imidaclothiz (25), JT-L001
(26) und Guadipyr (27).

(11) veroffentlicht wurden,™ kam 25 vor kurzem in China als
so genanntes ,,neues Neonicotinoidinsektizid“ von Nantong
Jiangshan Agrochemie und Chemicals Co., Ltd. (China) zur
Bekidmpfung der Griinen Teezikade (Jacobiasca formosana)
auf Tee und Blattldusen in Gemiisekulturen auf den Markt. 26
ist derzeit gleichfalls in China bei Jiangsu Tianrong
Group Co., Ltd, (China) in Entwicklung."*! Guadipyr (27)"!
(Name in China vom National Pesticide Standardization
Technical Committee genehmigt, kein ISO-Common Name)
verbindet das 6-Chlorpyridin-3-ylmethylfragment mit N-Ni-
troguanidin (16) und einer Semicarbazon-dhnlichen Chemie
(SoCh-Blocker, Indoxacarb) und wurde von China Agri-
cultural University und Hefei Xingyu Chemical Co., Ltd.
(China) zur Bekdmpfung von Reiszikaden und Kohlblatt-
ldusen gemeinsam entwickelt. Die Zulassung und Marktein-
fithrung von 27 (20% SC-Formulierung) sind fiir 2013 ge-
plant.

8.2. Chemorationaler Ansatz

Die chemischen und strukturbiologischen Untersuchun-
gen zur 3D-Struktur von AChBP im Zustand mit gebunde-
nem Neonicotinoid (siche Abschnitt 4) konnen das strategi-
sche Ligandendesign neuartiger insektizider nAChR-Ago-
nisten mit einzigartigen Pharmakophorveridnderungen oder
Ersatz der Hetarylmethylseitenkette, moglicherweise mit
verschiedenen Bindungsmechanismen, unterstiitzen. Dies
kann das verfiigbare Spektrum kommerzieller nAChR-Ago-
nisten erweitern oder Kreuzresistenz bei Insekten verhin-
dern, die normalerweise durch erhdhten In-vivo-Stoffwechsel
(siche Abschnitt 7) und (in noch sehr seltenen Fillen) Mu-
tation am aktiven Zentrum verursacht wird.

8.2.1. Rationales Design

GemilB Experimenten zum Docking von Imidacloprid (7)
in die grenzflichenstandige a2f1-Agonisten-Bindungstasche
von Blattldusen (basierend auf dem nAChR-Strukturmodell
fir die Griine Pfirsichblattlaus (M. persicae SULZER))[ ]
wurde eine Nische jenseits der gebundenen N-Nitroimino-
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funktion in Richtung des Arginins der D-Schleife identifi-
ziert. Dieser Raum kann Platz fiir (hetero)aromatische
Ringstrukturen als neuartige Pharmakophormodifikationen
bieten. Daher wurden nAChR-Agonisten mit erweiterten /N-
Acyliminofunktionen [=NC(O)-R'] konzipiert, die eine spe-
zifische Bindung an den Bereich der D-Schleife ausweisen
(Abbildung 15).7

A
cl 28, R = || ICso =13 M
o /
| N
N& N\
29 R = || ICso=4.8 M
=
N
| | icp=15m
30, R1 = =1,
_ 50
N-Acylimino-Pharmakophore N
31,R'=  -CF;  IC,=3.1nm

Abbildung 15. nAChR-Agonisten mit N-Acylimino-Pharmakophoren.

Die N-Acyliminoanaloga [=NC(O)-R'] (wobei R' ein
Wasserstoffakzeptor wie Pyridin-2-yl (28), Pyridin-3-yl (29),
Pyrazin-2-yl (30) oder Trifluormethyl (31) ist) binden stark an
nAChR (Affinitdt zu nAChR-Membranpréparationen aus
D. melanogaster, Assay mit [*H]-7; Vergleich Thiacloprid (8):
ICs,=2.7 nm)." In der Molekiildynamiksimulation mit dem
Pyrazinylanalogon 30 wurde gezeigt, dass zwei Pyrazinstick-
stoffatome und der Sauerstoff der N-Acyliminofunktion
Wasserstoffbriicken mit dem Arginin (basisches Guanidin-
NH,) und Tryptophan (Trp, Indol-NH) der D-Schleife bilden.
Auch das [=NC(O)-CF;]-Analogon 31 wechselwirkt mit den
Schleifenregionen C und D durch Fluor-Wasserstoff-Wech-
selwirkung (direkt oder iiber Wasserbriicken). Die Bindung
des 6-Chlorpyridin-3-ylmethylrests ist identisch mit den Bin-
dungen von 7 und 8.7

Spezielle nAChR-Agonisten wurden konzipiert, um die
SARs am nAChR-aktiven Zentrum der Insekten zu verste-
hen, wobei die wasservermittelten Ligand-Protein-Wechsel-
wirkungen im Vordergrund standen. In diesem Zusammen-
hang wurden 2-Nitroiminoimidazolidin-Analoga mit einem
fiir Wasserstoffbriicken niitzlichen 3-Fluorpropylrest (32)
oder einem Carbonylsauerstoffatom in Form eines 3-Oxo-
butylrests (33) synthetisiert (Abbildung 16).7°

Die SAR sagte voraus, dass Fluor und Sauerstoff an be-
stimmten Positionen wesentlich fiir Wasserstoffbriicken sind,
vermutlich mit Wasserbriicken zwischen dem nAChR-Ago-
nisten und der entsprechenden Aminoséure in der Liganden-
Bindungstasche des Ac-AChBP. Das Wasser bildet eine
Briicke zwischen dem Riickgrat-NH des Isoleucins (I1118) und
dem 3-Chlorpyridin-3-yl-Stickstoffatom (X =N) bei 7, Fluor
(X =F) bei 32 oder Carbonylsauerstoffatom (X = O) bei 33.
Der alternative H,O-Wasserstoff bildet eine Wasserstoffbrii-
cke zum Isoleucinriickgrat-Carbonylsauerstoffatom (1106),
wie in Abbildung 16 dargestellt (siche Abschnitt 4.3).7"!

Keiner der nAChR-Agonisten erreichte jedoch die
Wirksamkeit von Imidacloprid (7) und seinen engen Analoga.
Die In-vivo-Insektizidwirkung des Fluorkohlenstoffrests ist
nicht kompatibel mit der des 6-Chlorpyridin-3-ylmethylrests
und analoger Gruppen. 2005 wurde am Wuhan Institute of
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Abbildung 16. Vorhergesagte Bindungsstellen-Wechselwirkungen von
7, 2-Nitroiminoimidazolidin-Analoga (32 und 33) und HuanYangLin
(34).

Technology (China) das 1-(2,3-Epoxypropyl)-N-nitro-2-imi-
noimidazolidin HuanYangLin (34)7" entdeckt. Wegen seiner
empfindlichen Strukturgruppen kann nach Aufheizen auf
104°C ein sehr heftiger exothermer Effekt mit starker War-
meabgabe beobachtet werden (AH=4059Jg'; Bayer
CropScience AG, unverdffentlichte Ergebnisse). Dennoch
wird ein Herstellungsverfahren von Wuhan Zhongshin Che-
mical Co., Ltd. (China) in Betracht gezogen, und die Ver-
bindung ist in der Entwicklung (10 % WP-Formulierung) zur
Bekdampfung von saugenden Schadinsekten an Gemiise, Reis
und Baumwolle.

8.2.2. Strukturell fixierte cis-Nitromethylene

1988 wurden erste Synthesen insektizider, cis-konfigu-
rierter Nitromethylene wie BAY T9992, fixiert durch 1,2,3,6-
Tetrahydropyrimidin (erhalten durch Mannich-Reaktion mit
Formaldehyd und Aminen) oder 1H-Pyrrolo[1,2-a]imidazol-
Systeme (R=H, rBu; Abbildung 17) von Nihon Tokushu

Cl Cl
= =
v I M v M
N N N N
O,N ~
2 O,N R
BAY T9992 1H-Pyrrolo[1,2-alimidazole (R = H, {Bu)

Cl@\/R1 R2 ) - l
L LR
N N N Nao N N
) )
N N
O,N "R "R

1,2,3,6-Tetrahydropyrimidine

O,N

1 enzymatische Spaltung |

6, R'-R2 = -CH,CH,-

N ~
\[ H  10,R'=Et R?=Me

NO,

Abbildung 17. Erste cis-konfigurierte Nitromethylenstrukturen, die zu neuen 4-Amino-
1,2,3,6-tetrahydropyrimidinen (34-36) und durch Spaltung zu Nitromethylenen 6 und

10 fiihrten.
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Noyaku Seizo KK (spiter Bayer CropScience KK, Japan)
publiziert.™

Die 4-Amino-1,2,3,6-tetrahydropyrimidingeriiste konnen
direkt oder nach saurer oder enzymatischer Spaltung rea-
gieren, indem sie sich in ihre sehr insektiziden Nitromethy-
lenvorstufen riickumwandeln, z.B. NTN32692 (6; R'-R*=
-CH,CH,-) und Nitenpyram (10;R'=Et, R*=Me; siche
Abschnitt 1.1).) Bei verschiedenen pH-Werten (pH 4, 7
oder 9) kann Hydrolyse von Mannich-Addukten beobachtet
werden, und die Daten sind in voller Ubereinstimmung mit
der insektiziden Wirkung dieser Verbindungen als Prodrugs."

Unlédngst wurden ausgehend von den ausgewéhlten Kan-
didaten 34 und 36 (Abbildung 17) Ligand-Rezeptor-Kom-
plexe durch molekulare Dockingstudien an der extrazelluli-
ren Domine von nAChRs (Untereinheit von Ls-AChBP als
strukturelles Surrogat des Insekten-nAChR) modelliert, um
die bei In-vitro-Assays beobachtete SAR zu erkliren.**
Ungeachtet ihrer Prodrug-Eigenschaften scheint die insekti-
zide Potenz von der Zahl von CH,-Gruppen und der Grofle
der Esterfunktion beeinflusst zu werden.’™ Bisher wurde
kein kommerzielles Insektizid aus diesem Konzept entwi-
ckelt.

Dariiber hinaus werden die B-Nitroenaminstrukturen 6
und 10 intensiver als Ausgangsstoffe fiir Synthesen von neu-
artigen nAChR-Agonisten mit strukturell fixiertem cis-Ni-
tromethylen-Pharmakophor verwendet.® In diesem Zu-
sammenhang wurde gezeigt, dass das a-Kohlenstoffatom der
Nitromethylengruppe in 6 und 10 durch weitere elektrophile
Agentien wie ungesittigte oder heterocyclische Aldehyde,
Benzylbromid, Propiolsdureethylester, Diphenylnitrilimin
und Diazoniumsalze angegriffen werden kann.®? Als erfolg-
reichste Rigidisierung erwies sich die Einfiithrung eines Te-
trahydropyridingeriists und Bildung eines nitrokonjugierten
Systems wie in IPP-10 (rac-37), Paichongding (rac-38) und
IPAA152201 (39) in Schema 5.

Paichongding (rac-38) wurde aus 6 durch
Cyclisierung mit Crotonaldehyd unter Bildung
von rac-37 und anschlieende Veretherung mit 1-
Propanol gebildet. Die Zwischenstufe IPP-10
(rac-37) hat sowohl Kontakt- als auch systemische
Wirkung und zeigt Pflanzensystemizitédt mit leta-
len und subletalen Auswirkungen auf die Hafer-
blattlaus (Rhopalosiphum padi L.) auf Weizen.*
rac-38 (Gemisch aus vier Diastereomeren, zwei
Enantiomerenpaare)®™ wurde gemeinsam mit
der Jiangsu Kwin Co., Ltd. entwickelt und hat
eine einstweilige Pestizidzulassung (10% SC-
Formulierung) fiir den chinesischen Markt er-
halten.

IPAA152201 (39) entsteht durch eine durch
konzentrierte Salzsdure katalysierte Kondensati-
onsreaktion der Nitromethylengruppe in 6 mit
Furfural (Schema5). Auch wenn 39 eine gute
Wirkung gegen Lepidopteren wie Asiatische
Reiseule (Pseudaletia separata WALKER) und
Reiswickler (Cnaphalocrocis medinalis GUENEE)
zeigt, wurde die Entwicklung zum Insektizid fiir
den Pflanzenschutz durch seine geringe Stabilitét
behindert (Photostabilitit: #,=4h in Wasser,
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Schema 5. Synthese von IPP-10 (rac-37), Paichongding (rac-38) und
IPA152201 (39).

d.h. niedriger als rac-38 und 7). Dariiber hinaus wurde fiir
beide Verbindungen eine 30-fache Aktivitit gegen Stamme
der braunen Spitzkopfzikade (Nilaparvata lugens STAL) be-
schrieben, die gegeniiber 7 resistent sind. Sowohl Paichong-
ding (rac-38) als auch TPAA152201 (39) werden durch die
Y151S-Mutation in N1al teilweise beeinflusst, jedoch wurde
die Mutation noch in keiner im Feld gesammelten Population
identifiziert.®™ Fiir rac-38 konnte von seinem 2-Chlor-1,3-
thiazol-5-ylmethyl-Bioisoster vor kurzem eine hohe insekti-
zide Wirkung gegen Bohnenblattlduse (A. craccivora) nach-
gewiesen werden. ]

8.3. Biorationaler Ansatz

Neuartige chemische Grundgeriiste, auch als privilegierte
Strukturen bezeichnet,® gewinnen zunehmend Einfluss bei
der Suche nach neuen agrochemischen Motiven und helfen
schlieBlich beim Auffinden von Wirkstoffen fiir den Einsatz
im modernen Pflanzenschutz. Sie konnen ein niitzlicher
Ausgangspunkt fiir das Design von Verbindungen sein, die
bislang wenig untersuchte chemische Struktureinheiten oder
Bindungselemente mit vorteilhaften physikochemischen Ei-
genschaften aufweisen. In diesem Zusammenhang sind auf
Insekten-nAChRs wirkende topologische Pharmakophor-
muster aus Naturstoffen von Interesse, z.B. Stemona-Alka-
loide der Stemofolin-Gruppe®®! wie Stemofolin und 16,17-
Didehydro-(16E)-stemofolin aus Pflanzen der Familie
Stemonaceae (Abbildung 18).
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Lacton-
"Kopfgruppe"
\ 9] "Kafigstruktur"
o, &
0Ny
Stemofolin LC,, = 2.04 ppm
R =nBu

16,17-Didehydro-(16 E)-stemofolin

LCy, = 0.84 ppm
R = CH=CH-Et

Abbildung 18. Zwei Stemona-Alkaloide der Stemofolingruppe und ihre
insektizide Wirkung auf frisch geschliipfte Larven des Baumwollblatt-
wurms (S. littoralis) ®¥ Unten: Geometrie von Stemofolin (R=nBu),
DFT-optimiert. Fiir die weitere Referenz wird die Lacton-,Kopfgruppe*
durch griines Einfirben der jeweiligen Kohlenstoffatome markiert; vio-
lette Kohlenstoffatome markieren die , Kifigstruktur* des Stemofolins.

Stemofolin (R =nBu; aus den Blittern und dem Stamm
von Stemona japonica isoliert) ist 1angst als potenter nAChR-
Agonist bekannt (0-BgTx-Verdringung: ECs,=1.7 nm)™
und zeigt schnellwirkende insektizide, schnell inaktivierende,
fraBhemmende und abweisende Aktivititen.”!! Dariiber
hinaus zeigt es systemische (Xylemmobilitdt) und translami-
nare Wirksamkeit (log P,,, =2.64 bei pH 7.5). 16,17-Didehy-
dro-(16E)-stemofolin (R =-HC=CH-Et; aus getrockneten
Wurzeln von Stemona collinsae) wirkt sogar stiarker als
Stemofolin gegen Larven des Baumwollblattwurms (Spo-
doptera littoralis) und zeigt eine stiarkere fraBhemmende
Wirkung gegen Kohlmottenlarven (Plutella xylostella)."”
Daher gilt das komplexe chemische Stemofolingeriist als
privilegierte Struktur zur Identifizierung kleiner, insektizid
wirksamer nAChR-Agonisten.

Der Wert der privilegierten Strukturen wird durch die
Identifizierung des Sulfoximinkerns als neues Agrogeriist
(siche Abschnitt 8.3.1) deutlich. Die Vereinfachung der
Stemofolinstruktur (siche Abschnitte 8.3.2 und 8.3.3) fiihrte
zur Entdeckung zweier neuartiger, insektizider Klassen von
nAChR-Agonisten, ndmlich der Pyridinylcyantropane und
der Butenolide.

8.3.1. Sulfoximin-Insektizide

Obwohl Sulfoximine schon seit mehr als 65 Jahren lite-
raturbekannt sind, wurde der Wert ihres kleinen hydrophilen
Sulfoximinkerns (Schema 6) erst vor kurzem fiir den Einsatz
in Agrochemikalien entdeckt.” Laut den Forschern von
Dow AgroSciences wurden verschiedene Sétze substituierter
Sulfoximingeriiste mit drei verschiedenen Resten R!, R? und
R’ anhand von Agrochemie-Tauglichkeitsparametern gemf
Lipinskis Fiinferregel synthetisiert.”! Wihrend die S-Aryl-
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Sulfoximinkern N-Nitrosulfoximine

(vielversprechende Insektizidwirkung)

Aryloxybenzylsulfoximine
(geringe fungizide Aktivitat)

rac-40, X = Cl
rac-41, X = CF, Sulfoxaflor

Y%
2N,
_ (o] N-CN

X N

N-Cyansulfoximine

Schema 6. Sulfoximinkerngetriebenes Optimierungsverfahren.

oxybenzylsubstitution (R') zunichst Sulfoximine
mit schwach fungizider Aktivitdt ergab, fithrte die
weitere Untersuchung des bioaktiven Gertists in der
Folge zu N-Nitrosulfoximinen (z.B. R' = 6-Chlorpy-
ridin-3-ylmethyl, R*=Me und R*=NO,) als Leit-
strukturen mit vielversprechender Insektizidwir-
kung. Der Ersatz der N-Nitro- durch eine N-Cyan-
gruppe (R?=CN) und die Einfiihrung eines nono-
Methyl-substituierten Linkers (CHMe) zwischen
Pyridinring und Sulfoximingruppe ergab N-Cyan-
sulfoximine. Weitere Untersuchungen der Pyridin-
ring-SARs ergaben, dass die insektizide Wirkung
durch kleine, lipophile, elektronenziehende Substi-
tuenten an der 6-Position, wie 6-Trifluormethyl (X =
CF;), betriachtlich erhoht werden kann, was zur
Entdeckung von Sulfoxaflor (rac-41) fiihrte (Schema 6).
Ausgehend von (3E)-4-Ethoxy-1,1,1-trifluor-3-but-2-on
(42) kann das racemische 5-[(1-Methylthio)ethyl]-2-(trifluor-
methyl)pyridin (METP, rac-44) durch Pyridinringbildung
unter Verwendung von rac-43 in Gegenwart von Ammoni-
umacetat synthetisiert werden (Schema 7). Oxidative Addi-

/C C’ rac-43 HANOAC I A
=
F,C N
METP (rac-44)
ﬁ .
[l
pZ N-CN
N

rac-45

Stemofolin-
Kafig"

H,NCN
s~ PhI(OAc),
—_—

mCPBA
rac-41

F,C

Schema 7. Synthese von Sulfoxaflor (rac-41). mCPBA = meta-Chlorper-
benzoesiure.

tion von Cyanamid an rac-44 ergibt das N-Cyansulfimin rac-
45, dessen weitere Oxidation zu Sulfoxaflor (rac-41) als Ge-
misch aus vier Diastereomeren (zwei Enantiomerenpaaren)
fithrt. Gegeniiber der 6-Chlorsubstitution bei rac-40 (X = Cl)
fithrt die 6-Trifluormethylgruppe bei rac-41 (X=CF;) zu
starkerer Aktivitit gegen die Baumwollblattlaus (Aphis
gossypii GLOVER) und die Griine Pfirsichblattlaus (M. persi-
cae SULZER), wihrend ihre Aktivititen gegen die Baum-
wollweiBfliege (B. tabaci GENNADIUS) schwicher sind. rac-41
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wurde zum ersten Mal in Siidkorea fiir den Einsatz auf
Apfeln, Birnen und Cayennepfeffer registriert und vom
IRAC als nAChR-Agonist der Gruppe 4 (Untergruppe 4C)
zugeordnet.

8.3.2. Pyridinylcyantropaninsektizide

Basierend auf dem tetracyclischen, starren Pyrrolo-
[1,2a]azepinringsystem (Stemofolin-, Kéfig®) wurde von
Zeneca (spater Syngenta AG) 46 entworfen (a-BgTx-Ver-
driangung: ICs,=310.0 nm); auf dieser Basis wurden die Py-
ridinylcyanpropaninsektizide entdeckt, z.B. 47 (ICs,=
1.0 nm). Dieses weist hohe nAChR-Agonistenaktivitit in vivo
gegen saugende Schidlinge wie Blattlduse (Schema 8) auf.

Tropanether (46) Pyridinylcyanotropane

endo-47, R = CH,-CF, :I In-vivo-Metabolismus
endo-48, R =H (H. virescens)

Schema 8. Durch den Stemofolin-Kifig getriebene Optimierungsverfahren.

Nach der Injektion in Larven des Tabakknospenwurms
(Heliothis virescens HUBNER) wurde eine schnelle Bioakti-
vierung des Prodrug endo-47 durch Spaltung seiner N-(2,2,2-
Trifluorethyl)-Gruppe binnen zwei Stunden unter Bildung
von endo-48 (R =H) beobachtet.”! Die Pyridinylcyantro-
pane haben eine hochaffine Bindungsstelle mit a-BgTx auf-
grund von pharmakologischen Ahnlichkeiten gemein, die sich
aber von der hochaffinen Bindungsstelle fiir 7 unterscheidet.
[H*]-endo-48 erwies sich als spezifisches biochemisches
Hilfsmittel zur Definition einer Subpopulation von nAChRs
bei Insekten und zur Untersuchung des Bindungsverhaltens
neuartiger nAChR-Agonisten. Allerdings wurde noch kein
kommerzieller nAChR-Agonist auf der Grundlage der
Stemofolin-, Kéfig“-Vereinfachungsstrategie entwickelt.

8.3.3. Butenolidinsektizide

Inspiriert von der Stemofolinlacton-, Kopfgruppe® als
topologischem Pharmakophormuster wurde ein neues bio-
aktives Geriist gefunden, das schlieBlich zur Identifikation
der insektizid wirksamen Verbindungsklasse der Enamino-
carbonylverbindungen fiihrte (Schema9). Dieser Ansatz
wurde stark durch Molecular-Modeling-Studien mit relevan-
ten nAChR-Agonisten, d.h. Azolen mit neuen Pharmako-
phoren und hoher Affinitdt zum Insekten-nAChR, z.B. 4-
Amino-2-(5H)-thiazolidincyanamidin (X=N, Y=CN, Z=
S),®l sowie fiinf- und sechsgliedrigen Heterocyclen mit (Thio-
)Lacton-, Lactam- oder Cycloalken-1-Einheiten unter-
stiitzt.®’”) Durch schrittweise chemische Evolution der En-
aminocarbonylverbindungen wurde die insektizid wirksame
Butenolid-Unterklasse (A = O) identifiziert.
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49,R=H
R 50, R=F Flupyradifurone

Schema 9. Durch die Stemofolin-Kopfgruppe getriebene Optimierungsverfahren.

Die weitere Erforschung des Hetarylmethylrests R* (fiinf-
und sechsgliedrige Hetarylreste) fiihrte schlieBlich zur Ent-
deckung von hochpotenten nAChR-Agonisten wic 49 (R=
H) und Flupyradifurone (50; R=F)."®! Ausgehend von 4-
Hydroxy-2(5H)-furanon (B-Tetronsdure, 51) kann 4-[(2,2-
Difluorethyl)amino]-2(5H)-furanon (52) durch Umsetzung
mit 2,2-Difluorethylamin hergestellt werden; nachfolgende
N-Alkylierung mit CCMP (15) ergab 50 (Schema 10).

H
A\
N
ﬁlF CCMP (15)
F —_——
0" o

51 52

OH HN
e ta
_F .
o

(0]

Schema 10. Synthese von Flupyradifurone (50).

Als Vertreter einer neuen Klasse von Butenolidinsekti-
ziden wird Flupyradifurone (50; ISO Common Name im Juni
2011 vorlaufig genehmigt) derzeit bei Bayer CropScience AG
zur Bekdmpfung eines breiten Spektrums von saugenden
Insekten, insbesondere verschiedener Arten von Blattldusen,
Zikaden, Psylliden, bestimmter Arten von Schildldusen,
Thripsen und Weilen Fliegen entwickelt. Seine Marktein-
fithrung ist fiir 2015 geplant. Gegeniiber N-Nitroguanidinen
(7,9, 12, 13, 25), N-Cyanamidinen (8 und 11) oder Nitroen-
aminen wie 10 (siche Abschnitte 1.1 und 8.1) und Sulfoxaflor
(41; siehe Abschnitt 8.3.1) enthilt das Butenolidinsektizid
Flupyradifurone (50) ein anderes Pharmakophorsystem als
neues bioaktives Geriist, was der Grund fiir seine spezifischen
physikochemischen Eigenschaften, seine Systemizitit, seinen
Metabolismus in Pflanzen und Insekten und sein giinstiges
Sicherheitsprofil ist. Dank seiner schnellen Aufnahme,
Translokation und Verteilung in Pflanzen (siche Ab-
schnitt 2.3) hat 50 vielfdltige Anwendungen in einer Vielzahl
von Nutzpflanzen gefunden und zeigt ausgezeichnete und
schnelle Wirksamkeit gegen ein breites Spektrum von sau-
genden Schédlingen.
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8.4. Homologiemodell-basiertes virtuelles Screening

In Abschnitt 4.3 wurde die Verwendung von
Strukturinformationen iiber nAChR selbst oder er-
satzweise Mollusken-AChBP-Surrogate fir das
Verstindnis der Bindungsweisen bereits diskutiert.
Homologiemodelle der Agonistenbindungsdoma-
nen von Insekten, fiir die bislang keine Informatio-
nen aus der strukturellen Biologie verfiigbar sind,
konnen auch fiir Computer-Bindungssimulationen,
rationales Design und virtuelles Screening chemi-
scher Bibliotheken zur Identifikation neuer insekti-
zider nAChR-Liganden verwendet werden.['

9. Zusammenfassung und Ausblick

Der weltweite enorme wirtschaftliche Erfolg von
nAChR-Agonisten wie Neonicotinoidinsektiziden
macht den nAChR immer noch zu einem der interessantesten
Ziele fiir den modernen Pflanzenschutz und fiir die Explo-
ration in der Insektizidforschung. Wegen des konkurrenzfa-
higen Sicherheitsprofils, der hohen Selektivitit und der
Vielseitigkeit der Anwendungsmoglichkeiten ist die Klasse
der Neonicotinoide weltweit integraler Bestandteil zahlrei-
cher Schadlings- und integrierter Insektenbekdmpfungsstra-
tegien.

In den vergangenen zwolf Jahren wurden diverse hoch-
auflosende Kristallstrukturen homopentamerer AChBPs aus
verschiedenen Spezies wie L. stagnalis und A. californica
aufgeklért, die homolog zur extrazelluliren N-terminalen
LBD der nAChRs sind. Sie konnen die theoretische Grund-
lage fiir die Konstruktion von Homologiemodellen fiir die
LBD von Insekten-nAChRs bieten, als niitzliche Basis fiir ein
virtuelles Screening chemischer Bibliotheken zur Identifi-
zierung neuartiger insektizider nAChR-Liganden. In diesem
Zusammenhang sind die Identifizierung und die Charakteri-
sierung von Insekten-nAChR-Subtypen ein wichtiges For-
schungsgebiet, das eine neue Ara fiir Subtyp-selektive
nAChR-Agonisten mit spezifischem biologischem Profil und
maximaler Sicherheit eréffnen kann.

Fiir die Zukunft ist die Entdeckung und Entwicklung neuer
nAChR-Agonisten unverzichtbar, insbesondere solcher mit
resistenzbrechenden FEigenschaften. Des Weiteren kann er-
wartet werden, dass Mutationen in nAChR-Untereinheiten, im
Bereich kritischer Aminosduren, die Wirksamkeit fiir jeden
neuen Agonisten mit einer Bindungsweise dhnlich der von
etablierten Produkten reduzieren. Daher richtet sich gegen-
wirtig das Design von neuen insektiziden nAChR-Agonisten
auf strukturelle Restriktionen der Liganden. Dies konnen
beispielsweise einzigartige Pharmakophordnderungen oder
Ersatz der Hetarylmethylseitenkette sein, wie bei den Sulf-
oximin- und Butenolidinsektiziden veranschaulicht.
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Aufsiitze

Abkiirzungen

3D-QSAR dreidimensionale quantitative Struktur-
Aktivitdts-Beziehung

Ac Aplysia californica

ACh Acetylcholin

AChBP Acetylcholin-Bindeprotein

au atomare Einheiten

CLR Cysteinschleifenrezeptor

DFT Dichtefunktionaltheorie

ESP elektrostatisches Potential

1Cs, Hemmkonzentration 50 %

IPM integrierte Schadinsektenkontrolle

LBD Ligandenbindungsdoméne

LCy, Konzentration in ppm, die 90 % der behan-
delten Population totet

LGIK ligandengesteuerter Ionenkanal

log Pow Logarithmus des Octanol(1)-Wasser-
Verteilungskoeffizienten

Ls Lymnea stagnalis

nAChR nicotinischer Acetylcholin-Rezeptor

oD Oldispersion

SC Suspensionskonzentrat

SAR Struktur-Wirkungs-Beziehung

ty, photolytische Halbwertszeit (in Wasser)

TSKF Transpirationsstromkonzentrationsfaktor

WG wasserdispergierbares Granulat

WP wasserdispergierbares Pulver

ZNS Zentralnervensystem

a-BgTx o-Bungarotoxin

Amax Wellenldnge der maximalen Absorption

Der Inhalt dieses Aufsatzes basiert auf den Erfindungen und
der wissenschaftlichen Unterstiitzung vieler Kollegen bei der
Bayer CropScience AG sowie Forschern aus der weltweiten
Agrochemie. Wir danken Oliver Gutbrod und Svend
Matthiesen fiir ihre Unterstiitzung bei der Modellierung von
AChBP- und nAChR-Liganden-Wechselwirkungsmodi und
wertvolle Diskussionen.
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