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Abstract: Die Enzyme des Mevalonat-unabhiingigen Terpen-
biosynthesewegs wurden als attraktive Zielstrukturen mit
neuartigen Wirkmechanismen fiir die Entwicklung von Her-
biziden zum Pflanzenschutz und Medikamente gegen Infek-
tionskrankheiten identifiziert. Dieser Biosyntheseweg findet
sich in vielen humanpathogenen Organismen und Pflanzen,
kommt jedoch in Sdugetieren nicht vor. Durch die Verwendung
eines Hochdurchsatz-Screening-Verfahrens haben wir hoch-
gradig halogenierte, marine Naturstoffe, die Pseudiline, als
Inhibitoren gegen das dritte Enzym des Biosynthesewegs,
IspD, entdeckt. Deren Aktivitit gegen die IspD-Enzyme aus
Arabidopsis thaliana und Plasmodium vivax wurde in photo-
metrischen und NMR-basierten Assays bestimmt. Kokristall-
strukturen zeigten, dass Pseudiline in einer allosterischen
Tasche binden und dabei sowohl divalente Metallionen koor-
dinieren, als auch Halogenbindungen ausbilden. Der alloste-
rische Wirkmechanismus, der die Bindung des Kosubstrats
(CTP) in der aktiven Tasche verhindert, wurde untersucht.
Pseudiline zeigen herbizide Aktivitit in Pflanzen-Assays und
antiplasmodiale Aktivitdt in zellbasierten Assays.

Zwei der dringlichsten Herausforderungen der Menschheit
sind der Kampf gegen Nahrungsmittelknappheit und Infek-
tionskrankheiten, wie etwa Malarial und Tuberkulose.”
Leider erleben die Schliisselwerkzeuge gegen diese Plagen
(Herbizide, welche essenziell fiir Getreideernten sind und
Antiinfektiva) einen rapiden Verlust an Wirksamkeit auf-
grund wachsender Resistenzen der Zielorganismen. Um
beide Felder zu bearbeiten, wurden Leitstrukturen aus der
agrochemischen Forschung gegen infektiose Keime getes-

tet.’! Wihrend Siugetiere ausschlieBlich den Mevalonat-ab-
hiangigen Biosyntheseweg zu den Terpenoidvorstufen Iso-
pentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) verwenden,® benutzen Pflanzen und viele
humane Pathogene den Mevalonat-unabhingigen (auch 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP) genannten) Biosyn-
theseweg, der in den 1990er Jahren entdeckt wurde.”) Die
siecben Enzyme des Mevalonat-unabhidngigen Biosynthese-
wegs (Schema 1) sind anerkannte Zielstrukturen fiir Wirk-
stoffe.”! Auch haben jiingste Arbeiten in der Herbizidfor-
schung die Bedeutung dieses Biosynthesewegs verdeutlicht.”
Das kommerzielle Herbizid Ketoclomazon hemmt Dxs, das
erste Enzym des Mevalonat-unabhéngigen Biosynthesewegs
(Abkiirzungen siehe Schema 1 und Abbildung 1SI (Hinter-
grundinformationen)),® wihrend der Naturstoff Fosmido-
mycin (der IspC hemmt) bereits in klinischen Studien gegen
Malaria evaluiert wurde.”) Das dritte Enzym des Biosynthe-
sewegs, IspD, setzt 2C-Methyl-p-erythritol-4-phosphat (MEP,
1) zu 4-Di-phosphocytidyl-2C-Methyl-p-erythritol (CDP-
ME, 2) um, und wir konnten kiirzlich zeigen, dass syntheti-
sche Azolopyrimidinderivate IspD von A. thaliana (AtIspD)
mit ICs-Werten im niedrig nanomolaren Bereich inhibieren,
was andeutet, dass IspD eine potentielle Zielstruktur fiir die
Entwicklung neuer Wirkstoffe ist.'")

Hier beschreiben wir den Wirkmechanismus von Pseudi-
linderivaten (Schema 1), hochgradig halogenierten marinen
Alkaloiden! mit Herbizid- und Antimalariaaktivitit gegen
IspD. Wir haben das Hemmpotential in photometrischen und
NMR-basierten Aktivitdtsassays anhand publizierter Me-
thoden untersucht.'” Dariiber hinaus wurden diese Derivate
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*] Pseudiline 4a, 4b und 4e wurden urspriinglich von der BASF SE,
Ludwigshafen (Deutschland) von Prof. H. Laatsch bereitge-
stellt.[14a,c] F. Rohl (BASF SE) fiihrte das Hochdurchsatz-Screening
gegen AtlspD durch. C. Freymont (STPHI, Basel, Schweiz) fiihrte
die zellbasierten Assays gegen P. falciparum durch. Wir danken dem
Personal der Beamline X06SA beim Paul Scherrer Institut, Swiss
Light Source, Villigen (Schweiz) fiir deren Hilfe bei der Daten-
sammlung. Der Unterstiitzung durch den ETH Research Council
wird an dieser Stelle gedankt.
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Azolopyrimidine Pseudiline
3a: X=C-CO,H 4a: R3=Br
3b: X=N 4b: R'2=Cl, R%=Br
3c: X=C-CN 4¢: R'-8=CI

4d: R"2=F, R3=Br
4e: R'=H, R23=Br

Schema 1. IspD-katalysierte Reaktion mit den Zielverbindungen 3a—c
und 4a-e. Liganden 4a-e sind in der syn-Konformation gezeigt. G3P,
Glyceraldehyd-3-phosphat; 1, 2C-Methyl-p-erythritol-4-phosphat (MEP);
2, 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-p-erythritol (CDP-ME); IPP, Iso-
pentenyldiphosphat; DMAPP, Dimethylallyldiphosphat.

in vitro auf ihre Wirksamkeit gegen Plasmodium falciparum
getestet. Die herbizide Aktivitit der Pseudiline wurde bereits
beschrieben,?! und hier werden deren allosterische Bin-
dungseigenschaften auf atomarer Ebene mittels Rontgen-
kristallographie an AfIspD-Komplexstrukturen aufgezeigt,
wobei effektive Protein-Ligand-Halogenbindungsinteraktio-
nen gefunden wurden.

Um neue chemische Einheiten als herbizide Leitstruktu-
ren gegen IspD zu entdecken, wurde eine Bibliothek beste-
hend aus 100000 Verbindungen mit wirkstoffdhnlichen FEi-
genschaften mittels eines photometrischen Assays unter-
sucht.'>! Dieser Ansatz erlaubte es uns, Hits mit niedrig
mikromolaren 1C5-Werten
(<25 um) gegen AtlspD zu identi-
fizieren (Tabelle 1), namentlich
Verbindungen 4a und 4b, welche

i " ciparum.
zur Klasse der Pseudiline gehoren, <P

synthetisiert.'*">] Wir fiihrten kinetische Studien mit einem
gekoppelten Assay durch, in welchem drei aufeinanderfolge
Enzyme und deren drei Substrate eingesetzt werden, um die
Reaktion photometrisch verfolgen zu konnen (Tabelle 1). Die
1C5-Werte der Hilfsenzyme sind in Tabelle 1SI zusammen-
gefasst. Unter den Versuchsbedingungen von 5 mm MgCl,
und ohne weitere divalente Kationen zeigte 4a einen appa-
renten 1Cs;-Wert von 13 pm. Wie anhand von Kristallstruk-
turen weiter unten verdeutlicht wird, liegt Cadmium(II) als
Chelatkomplex mit den Pseudilinderivaten vor. Aus diesem
Grund wurde CdSO, zu den Pufferlosungen in zweistellig
mikromolarer Konzentration zugefiigt, was mit einer sieben-
fachen Steigerung des Inhibitionspotentials einherging.
Ahnliche Effekte wurden mit Verbindungen 4b und 4c¢ be-
obachtet. Im Vergleich mit den anderen Derivaten hemmte
4e schwicher im photometrischen Assay, was im Einklang
mit den kristallographischen Daten steht. Wie fiir Verbindung
4b gezeigt wurde (Tabelle 2SI), konnte die Bindungsaffinitit
ebenfalls durch Zugabe anderer divalenter Kationen (Ca?",
Cu*" oder Zn*") in Konzentrationen von 20 pm verdoppelt
werden. Wir konnten die photometrisch erhaltenen Ergeb-
nisse durch quantitative *'P-NMR-Spektroskopie bestitigen,
bei der simultan die Konzentrationen des IspD-Substrats
1 sowie des Produkts 2 und des Diphosphats gemessen
wurden. Diese Experimente zeigten, dass das Gleichgewicht
der IspD-katalysierten Reaktion nicht iiberwiegend auf der
Produktseite liegt. Daher wurde der gesamte Freie-Energie-
Gradient der katalysierten Reaktion durch Zugabe von an-
organischer Diphosphatase erhoht, indem das Reaktions-
produkt Diphosphat in Orthophosphat umgesetzt wurde
(sieche Hintergrundinformation fiir Details zu diesem Assay).
Die ICs,-Werte, die durch die beiden unterschiedlichen Me-
thoden erhalten wurden, stimmen um einen Faktor von 3
tiberein (die ICs5;-Werte betragen 1.4 +0.3 pm fiir Verbindung
4a und 7.5+ 0.3 pu™ fiir Verbindung 4e), was die Bedeutung
zweiwertiger Kationen fiir die starke IspD-Hemmung durch
Pseudilinderivate, au3er 4e, unterstreicht.

Wir haben die Pseudilin-Inhibitoren auch gegen die Blut-
Stadien von P. falciparum, dem Erreger der Malaria tropica,

Tabelle 1: |C5o-Werte der Verbindungen 4a—e, gemessen im photometrischen Assay gegen AtlspD und
PvispD mit unterschiedlichen Metallionenkonzentrationen und zellbasierte ECyo-Werte gegen P. fal-

die in den 1960er Jahren aus dem R?

marinen Bakterium Pseudomonas OH q
bromoutilis isoliert wurden.!''® Rl H , ICso AtlspDH [um] ICyo PrispD® [um] ECso Pf zellbasiert
Das chemische Grundgeriist der | )R [m]
Screening-Hits unterscheidet sich R3 RS

Slgnllflkant von de.m der zuvor pu- Ligand R' R? R’ ohne Metall 40pum Cd*" ohne Metall 40 pm Cd**

blizierten synthetischen Azolopyr-

imidine, was darauf hindeutet, dass 4a Br Br Br 13+2 1.4+0.2 48+9 57+12 1.27

die P dilinderivat . 4b Cl C Br 12+£1 2.2+0.2 56+8 4147 1.07

e rseudiindenvate emnen neuar c c c 19+2 43408 4646 40+7 n.b.

tigen Wirkmechanismus gegentiber 44 F F Br 79+6 1342 64415 51415 n.b.

IspD aufweisen. de H Br Br 5246 1942 36+10 2446 11.72

Um die Pseudilin-basierten
Inhibitoren weiter zu untersuchen,
wurden die Verbindungen 4a-
e gemil publizierten Vorschriften
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[a] Datensitze wurden mit dem Programm Dynafit bearbeitet, um ICs-Werte zu berechnen.” Die
Angaben sind Mittelwerte von drei ICs-Werten, die aus unabhingigen Messungen erhalten wurden.
[b] In-vitro-Aktivitit gegen P. falciparum NF54-Stimme. Die Angaben sind Mittelwerte aus drei unab-
hangigen Messungen. n.b., nicht bestimmt.
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getestet, dessen Uberleben von der Aktivitit des Mevalonat-
unabhiingigen Biosynthesewegs abhingt (Tabelle 1).'1 Die
EC;,-Werte aus diesem zellbasierten Assay lagen im Bereich
von 1-12 pm, was darauf hindeutet, dass IspD die molekulare
Zielstruktur ist, welche die antiplasmodiale Aktivitidt der
Pseudiline bewirkt. Die Zytotoxizitdt von 4a gegen Sduge-
tierzellen (aus Ratten) lag bei 3.1 um. Daher wurde IspD von
P vivax (PvIspD) im photometrischen Assay gegen die
identifizierten Kandidaten getestet. Verglichen mit A¢IspD
wurde fiir die Pseudilinderivate gegen PvIspD eine schwi-
chere Aktivitdt im zweistellig mikromolaren Bereich gemes-
sen. Dieser Befund, sowie die in Sdugetierzellen gemessene
Zytotoxizitit!'* deuten darauf hin, dass an der Hemmung der
P. falciparum Blut-Stadien durch die Pseudilin-Inhibitoren
hochstwahrscheinlich noch weitere molekulare Zielstruktu-
ren als IspD beteiligt sind. Infolgedessen haben wir die In-
hibitionsmechanismen der Pseudilinderivate, welche die un-
terschiedliche Bindung zu IspD verschiedener Spezies ver-
ursachen, auf atomarer Ebene untersucht.

Die kristallographischen Untersuchungen wurden mit der
Bestimmung der AtflspD-Apostruktur bei einer Auflésung
von 1.5 A begonnen (PDB-Code: 4NAI). Details der Struk-
turbestimmung sind in der Hintergrundinformation in Ta-
belle 3SI bereitgestellt. AfIspD liegt physiologisch als Ho-
modimer vor, und die Schnittstelle der beiden Untereinheiten
wird mafigeblich aus einer Linkerregion, die von dem jewei-
ligen Monomer wegzeigt, ausgebildet (Abbildung 1a). Be-
merkenswerterweise ist die Oligomerisierung wichtig fiir die

Abbildung 1. a) Gesamtstruktur des AtlspD-Dimers im Komplex mit
Verbindung 4a, dargestellt als Sekundirstrukturelemente. 4a ist als
Kalottenmodell gezeigt. b) Strukturelle Uberlagerung der Apo-AtlspD-
Struktur (griin) mit der EclspD:2-Komplexstruktur (grau; PDB-Code:
1INI1)." Wechselwirkungen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
Konservierte Aminosduren sind in schwarz (AtlspD-Nummerierung),
wohingegen die verbleibenden Reste gemif3 der Farbe des jeweiligen
Enzyms gezeigt sind. c) Strukturelle Uberlagerung der Apo-AtlspD-
Struktur (griin) mit der AtlspD:4a-Komplexstruktur (goldfarben). Zu-
sétzlich ist 2 aus PDB-Code: 1INl in grau abgebildet. Stereoansichten
von (b) und (c) sind in Abbildung 3 SI zu sehen.
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Bindung des Kosubstrats (CTP) und somit fiir die Enzym-
aktivitat. Ein Vergleich der Gesamtstrukturen von Apo-
AtlspD und IspD aus Escherichia coli (EcIspD) im Komplex
mit dem Reaktionsprodukt 2 (PDB-Code: 1INI'®) zeigte,
dass die Aminoséduren, die an der Dimerbildung beteiligt sind
und jene, die an die Diphosphatgruppe des CTP koordinie-
ren, zwischen den Spezies konserviert sind (Abbildung 1b,
2SI und 3SI). Der Einfachheit halber wird hier nur die
Nummerierung von AfIspD verwendet, um Aminosiurereste
zu beschreiben. Im aktiven Zentrum von EclspD interagiert
Aspl79 sowohl mit dem Substrat 1 als auch dem Produkt 2
und stabilisiert somit beide. Die Bindung von 1 und CTP wird
durch geringfiigige strukturelle Umorientierungen ermog-
licht, wie in der Uberlagerung (Abbildung 1b) dargestellt ist.
Bemerkenswerterweise zeigt der Vergleich zwischen EclspD
und AtlspD, dass Argl57 und Asp262, beide mittels H-Brii-
cken nahe dem aktiven Zentrum gebunden, perfekt iiber-
einander passen, obwohl Asp262 im Falle von EclspD ein
Glutamat ist. Es gibt jedoch einen Hauptunterschied zwi-
schen dem prokaryontischen und dem eukaryontischen IspD-
Homologen: In der E. coli-Struktur interagiert Argl57
sowohl mit Asp179 als auch mit Glu262 und stabilisiert somit
die Kavitédt des aktiven Zentrums. Hierdurch wird die Sub-
stratbindung und -—umsetzung erleichtert, wéhrend bei
AtlspD Asp179 sich in seiner Orientierung unterscheidet, was
darauf hindeutet, dass diese Position Spezies-spezifisch ist.

Als néchstes haben wir die Kristallstrukturen von AflspD
im Komplex mit 4a (1.8 A Auflssung, PDB-Code: 4NAK),
4b (1.8 A Auflssung, PDB-Code: 4NAL) und 4e (1.8 A
Auflosung, PDB-Code: 4NAN) untersucht, wobei eindeutig
interpretierbare Elektronendichten fiir jeden gebundenen
Liganden erhalten wurden (Abbildung2 und 4SI). Interes-
santerweise erfolgt die Ligandbindung in einer Kavitit in
unmittelbarer Ndhe zum aktiven Zentrum, unabhéngig vom
benachbarten Monomer. Diese Bindetasche wurde bereits in
Studien der Azolopyrimidin-Inhibitoren 3a—c erstmals be-
schrieben.['"]

Die hier vorgestellten Daten zeigen eine hohe Plastizitit
der Bindetasche, da sich die Pseudilinderivate in ihrer che-
mischen Struktur und im Wirkmechanismus deutlich von den
Azolopyrimidinliganden unterscheiden (Abbildung 5SI).
Sowohl mit den Pseudilin- als auch mit den Azolopyrimidin-
Inhibitoren erfolgt eine mafgebliche Konformationsdnde-
rung, die vor allem die Aminosédurereste Argl57 und Asp262
betrifft. Es gilt zu beachten, dass in allen bislang beschrie-
benen Apo-IspD-Strukturen diese allosterische Kavitét
fehlt.'”) In den Apo- wie in den Holostrukturen interagiert
Argl57 mit Asp262 und hilt diese Bindetasche verschlossen.
Wie in Abbildung 1c dargestellt, ruft die Bindung von 4a eine
gravierende strukturelle Umorientierung hervor. Asp262
wird zum Losungsmittel hin exponiert, und die Interaktion zu
Argl57 wird aufgehoben. Folglich bewegt sich Argl57 in
Richtung der CTP-Bindestelle und geht spezifische H-Brii-
cken mit Aspl79 ein. Dieser Konformationswechsel verhin-
dert die Bindung des Nukleotids durch einen Zusammenprall
mit der Ribose und fithrt somit zur Inhibierung des Enzyms.
Unsere Ergebnisse legen dar, dass die Pseudilinderivate als
allosterische Inhibitoren von IspD agieren.
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Abbildung 2. Stereoansicht der allosterischen Tasche von AtlspD im
Komplex mit a) Verbindung 4a (PDB-Code: 4NAK) und b) Verbindung
4e (PDB-Code: 4NAN). 4e ist mit 7:3 als syn:anti-Konformationsge-
misch populiert. Die 2 Fo—Fc-Elektronendichte (blaue Maschen) ist auf
1.00 konturiert. Der Ligand wurde vor der Phasenkalkulation herausge-
nommen, um Fehler im Modell zu vermeiden. Die Reste der allosteri-
schen Tasche und Liganden 4a, 4e (goldfarben) sind als Stabmodell
gezeigt, Cd*" (tlirkis) ist als Sphire gezeichnet. Die Halogenbindung
zwischen dem Liganden (Bromatom, lila) und dem Hauptketten-Sauer-
stoffatom von Val239 ist als gestrichelte Linie dargestellt (Details zur
Halogenbindung siehe Abbildung 3). Die Orientierung der Struktur ist
gemaf Abbildung 1a.

© 26
Ser264
Asp261_...

Die Kristallstrukturen von AtfIspD im Komplex mit 4a
und 4b zeigen, dass die Phenol- und Pyrrolringe der Liganden
eine syn-Konformation einnehmen und an ein Metallion ge-
bunden sind, welches wir aufgrund der Elektronendichte und
der Kristallisationsbedingungen als Cadmium(II) interpre-
tieren. Das Metallion ist tetraedrisch von der phenolischen
Hydroxygruppe und dem Pyrrolstickstoff der Liganden, der
Gln238-Seitenkette und einem Wassermolekiil mit Ion-zu-
Ligand-Abstinden von 2.2-3.7 A koordiniert (Abbildung 3).
Neben dieser Chelatisierung des Metalls scheinen jeweils ein
Brom- bzw. Chloratom der Pseudilinderivate (C-X) in den
Kokristallstrukturen mit 4a und 4b perfekt positioniert fiir
Halogenbindungen mit dem Hauptketten-Carboxylsauerstoff
des Enzyms (Val239; O-Y, Abbildung 3) zu liegen.”*?! Diese
Interaktion zeichnet sich durch die Anforderung nach nahezu
kolinearer Orientierung des Halogenbindungsakzeptors C-X
zum Halogenbindungsdonoratom unterhalb des Van-der-
Waals-Abstandes aus, was es dem Donoratom erlaubt, seine
Elektronendichte in das o-Loch der C-X-Bindung einzu-
bringen, die dem o*-Orbital entspricht. Typischerweise liegt
der Abstand zwischen dem Halogen- und dem Sauerstoff-
atom (X--O) im Bereich der Summe der Van-der-Waals-
Radien (3.37 A fiir Br--0, 3.27 A fiir Cl-+O)? oder darunter,
wihrend die Winkel 165-180° fiir C—X---O und ca. 120° fiir
X--O-Y betragen.?'*? Der X-+-O-Abstand und die Winkel
betragen 3.26 A bzw. 164°/112° fiir Verbindung 4a und 3.25 A
bzw. 164°/111° fiir Verbindung 4b. Die Strukturdaten zeigen
somit, dass eine Halogenbindung mit dem Enzym zusétzlich
zur Metallionkoordinierung zur Stabilisierung der Liganden
beitrdgt und deren inhibitorischen Effekt verstarkt. Wir
haben daraufhin die Kristallstruktur von AfIspD im Komplex
mit Verbindung 4 e bestimmt, in der kein Halogenatom an der
spezifischen para-Position zur phenolischen OH-Gruppe
vorhanden ist. Interessanterweise zeigen die Rontgenstruk-
turdaten, dass Verbindung 4e zwei unterschiedliche Konfor-
mationen in der allosterischen Enzymtasche annimmt, 70 %
syn und 30% anti (Abbildung 2b, 3¢). In der letzteren Kon-
formation ist der Ligand nicht mehr in der Lage, mit seiner
phenolischen OH-Gruppe das Cd*" zu chelatisieren, wohl
aber mit dem ortho-Brom eine Halogenbindung zum

Abbildung 3. Halogenbindung und Metallion-Interaktionen von Verbindungen 4a, 4b und 4e (syn und ant) mit AtlspD. Aminos&urereste und die
Verbindungen sind als Stabmodell gezeigt, Wassermolekiile (rot) und Cd** (tiirkis) als Spharen. Abstinde sind in A angegeben.
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Hauptketten-Sauerstoff des Proteins auszubilden (X--O Ab-
stand und Winkel 3.17 A bzw. 170°/113°). Zusitzlich treten
hydrophobe Wechselwirkungen (C--C-Abstinde ca. 3.7 A)
zwischen Protein und Pseudilinliganden in den drei Kom-
plexen auf, insbesondere Van-der-Waals-Wechselwirkungen
unter 4 A mit den Seitenketten der Aminosiuren GIn238 und
Val266, die den Phenolring der Liganden umschlieBen.

Wie in der Literatur beschrieben, gibt es noch weitere
mogliche Zielstrukturen fiir Pseudilin-Inhibitoren: 12- und
15-Lipoxygenasen, nichtspezifische Leberesterase und
Myosin-ATPasen.”” Da Pseudilinderivate mehr als nur eine
zelluldre Zielstruktur haben, ist es wahrscheinlich, dass der
Gesamteffekt dieser Klasse von Naturstoffen auf Organismen
stark speziesabhingig ist, wie beispielsweise die alternieren-
den ICy,-Werte zwischen den IspD-Enzymen der Pflanze A.
thaliana und des Protozoons P. vivax zeigen. Wir ziehen die
Moglichkeit in Betracht, dass den IspD-Orthologen nebst A.
thaliana entweder die allosterische Bindetasche fehlt oder die
Loop-Region nicht die gleiche Flexibilitdt aufweist wie in
AtlspD, und widmen uns diesen Fragestellungen in zukiinf-
tigen Mutationsstudien.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass halogenierte
marine Pseudilin-Alkaloide in eine allosterische Tasche von
AftlspD binden. Zudem inhibieren sie auch PvIspD und sind
aktiv gegen P. falciparum in zellbasierten Assays. Die CTP-
Bindung in AflspD wird durch Konformationsdnderungen
verhindert, die das katalytisch aktive Zentrum verschlieen.
Es ist jedoch immer noch unklar, ob es eine allgemeine Re-
gulierung des Mevalonat-unabhéngigen Biosynthesewegs
durch einen endogenen Riickkopplungsmechanismus an der
allosterischen Tasche von IspD gibt. Diese Bindetasche wird
durch die Pseudilinderivate besetzt, welche die Bildung der
essentiellen Vorstufen IPP und DMAPP fiir die Terpenbio-
synthese blockieren. Da halogenierte, marine Naturstoffe
reichlich vorhanden sind, sollten deren Halogenatome in
biostrukurellen Arbeiten auf unterschiedlichen Zielstruktu-
ren hinsichtlich ihrer aktiven Beteiligung an molekularen
Erkennungsprozessen wie Halogenbindungen néher unter-
sucht werden.

Eingegangen am 3. November 2013,
veridnderte Fassung am 15. Dezember 2013
Online veroffentlicht am 20. Januar 2014

Stichwérter: Allosterische Inhibition - Antiinfektiva -
Halogenbindung - Herbizide - Pseudiline - Wirkstoffentdeckung

[1] a) Y. V. Ershov, Appl. Biochem. Microbiol. 2007, 43, 115-138;
b) P. Gao, Y. Yang, C. Xiao, Y. Liu, M. Gan, Y. Guan, X. Hao, J.
Meng, S. Zhou, X. Chen, J. Cui, Eur. J. Pharmacol. 2012, 694, 45 —
52;¢) C.J. L. Murray, L. C. Rosenfeld, S. S. Lim, K. G. Andrews,
K. J. Foreman, D. Haring, N. Fullman, M. Naghavi, R. Lozano,
A.D. Lopez, Lancet 2012, 379, 413-431.

a) I. Abubakar, M. Zignol, D. Falzon, M. Raviglione, L. Ditiu, S.
Masham, L. Adetifa, N. Ford, H. Cox, S. D. Lawn, B. J. Marais,
T. D. McHugh, P. Mwaba, M. Bates, M. Lipman, L. Zijenah, S.
Logan, R. McNerney, A. Zumla, K. Sarda, P. Nahid, M. Hoel-
scher, M. Pletschette, Z. A. Memish, P. Kim, R. Hafner, S. Cole,
G. B. Migliori, M. Maeurer, M. Schito, A. Zumla, Lancet Infect.

2

—_—

Angew. Chem. 2014, 126, 2267 —2272

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Dis. 2013, 13, 529-539; b) A. Zumla, P. Nahid, S. T. Cole, Nat.
Rev. Drug Discovery 2013, 12, 388 —404.

[3] M. Witschel, M. Rottmann, M. Kaiser, R. Brun, PLoS Neglected
Trop. Dis. 2012, 6, €1805.

[4] a) N. Qureshi, J. W. Porter in Biosynthesis of Isoprenoid Com-
pounds, Vol. 1 (Hrsg.: J. W. Porter, S. L. Spurgeon), Wiley, New
York, 1981; b) K. Bloch, Steroids 1992, 57, 378-383; ¢) T. J.
Bach, Lipids 1995, 30, 191 -202.

[5] a) M. Rohmer, Nat. Prod. Rep. 1999, 16, 565-574; b) M. Ro-

driguez-Concepcion, A. Boronat, Plant Physiol. 2002, 130,

1079-1089; c¢) W. Eisenreich, A. Bacher, D. Arigoni, F. Rohdich,

Cell. Mol. Life Sci. 2004, 61, 1401 -1426; d) F. Rohdich, S. Lauw,

J. Kaiser, R. Feicht, P. Kohler, A. Bacher, W. Eisenreich, FEBS J.

2006, 273, 4446 —4458.

T. Masini, B. S. Kroezen, A. K. Hirsch, Drug Discovery Today

2013, 718, 1-7.

a) P. Mombelli, M. C. Witschel, A. W. van Zijl, J. G. Geist, M.

Rottmann, C. Freymond, F. Rohl, M. Kaiser, V. Illarionova, M.

Fischer, I. Siepe, W.B. Schweizer, R. Brun, F. Diederich,

ChemMedChem 2012, 7,151 -158; b) N. Scherr, K. Roltgen, M.

Witschel, G. Pluschke, Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56,

6410-6413.

[8] Y. Matsue, H. Mizuno, T. Tomita, T. Asami, M. Nishiyama, T.
Kuzuyama, J. Antibiot. 2010, 63, 583 —588.

[9] a) H. Jomaa, J. Wiesner, S. Sanderbrand, B. Altincicek, C. Wei-
demeyer, M. Hintz, I. Turbachova, M. Eberl, J. Zeidler, H. K.
Lichtenthaler, D. Soldati, E. Beck, Science 1999, 285, 1573 -
1576; b) M. A. Missinou, S. Borrmann, A. Schindler, S. Issifou,
A. A. Adegnika, P. B. Matsiegui, R. Binder, B. Lell, J. Wiesner,
T. Baranek, H. Jomaa, P. G. Kremsner, Lancet 2002, 360, 1941 —
1942.

[10] M. C. Witschel, H. W. Hoffken, M. Seet, L. Parra, T. Mietzner, F.
Thater, R. Niggeweg, F. Rohl, B. Illarionov, F. Rohdich, J. Kaiser,
M. Fischer, A. Bacher, F. Diederich, Angew. Chem. 2011, 123,
8077 -8081; Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 7931 -7935.

[11] a) P R. Burkhold, R. M. Pfister, F. H. Leitz, Appl. Microbiol.
1966, 14, 649-653; b) R.J. Andersen, M. S. Wolfe, D. J. Faulk-
ner, Mar. Biol. 1974, 27, 281 -285.

[12] V. Illarionova, J. Kaiser, E. Ostrozhenkova, A. Bacher, M. Fi-
scher, W. Eisenreich, F. Rohdich, J. Org. Chem. 2006, 71, 8824 —
8834.

[13] M. Witschel, F. Rohl, R. Niggeweg, T. Newton, Pest Manage. Sci.
2013, 69, 559-563.

[14] a) H. Pudleiner, H. Laatsch, Liebigs Ann. Chem. 1990, 423 -432;
b) D. R. Baker, J. G. Fenyes, J. J. Steffens, ACS Symp. Ser. 1992,
504,1-7; c) H. Laatsch, B. Renneberg, U. Hanefeld, M. Kellner,
H. Pudleiner, G. Hamprecht, H. P. Kraemer, H. Anke, Chem.
Pharm. Bull. 1995, 43, 537 -546.

[15] a) R. Martin, A. Jdger, M. Bohl, S. Richter, R. Fedorov, D. J.
Manstein, H. O. Gutzeit, H.-J. Knolker, Angew. Chem. 2009, 121,
8186-8190; Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 8042—-8046; b) M.
Preller, K. Chinthalapudi, R. Martin, H.-J. Knélker, D. J. Man-
stein, J. Med. Chem. 2011, 54, 3675 -3685.

[16] E. Yeh, J. L. DeRisi, PLoS Biol. 2011, 9, e1001138.

[17] a) Da P. falciparum IspD nicht in einer aktiven Form exprimiert
werden kann, wurde PvIspD des Erregers der Malaria tertiana
verwendet. Beide Gene wurden Codon-optimiert; b) M. Fischer,
wird anderweitig publiziert.

[18] S.B. Richard, M. E. Bowman, W. Kwiatkowski, I. Kang, C.
Chow, A. M. Lillo, D. E. Cane, J. P. Noel, Nat. Struct. Biol. 2001,
8, 641-648.

[19] a) L. E. Kemp, C. S. Bond, W. N. Hunter, Acta Crystallogr. Sect.
D 2003, 59, 607-610; b) J. Badger, J. M. Sauder, J. M. Adams, S.
Antonysamy, K. Bain, M. G. Bergseid, S. G. Buchanan, M. D.
Buchanan, Y. Batiyenko, J. A. Christopher, S. Emtage, A.
Eroshkina, I. Feil, E. B. Furlong, K. S. Gajiwala, X. Gao, D. He,
J. Hendle, A. Huber, K. Hoda, P. Kearins, C. Kissinger, B.

6

[}

[7

—

www.angewandte.de

Chemie

2271


http://dx.doi.org/10.1134/S0003683807020019
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2012.08.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2012.08.012
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(12)60034-8
http://dx.doi.org/10.1016/S1473-3099(13)70030-6
http://dx.doi.org/10.1016/S1473-3099(13)70030-6
http://dx.doi.org/10.1038/nrd4001
http://dx.doi.org/10.1038/nrd4001
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0001805
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0001805
http://dx.doi.org/10.1016/0039-128X(92)90081-J
http://dx.doi.org/10.1007/BF02537822
http://dx.doi.org/10.1039/a709175c
http://dx.doi.org/10.1104/pp.007138
http://dx.doi.org/10.1104/pp.007138
http://dx.doi.org/10.1111/j.1742-4658.2006.05446.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1742-4658.2006.05446.x
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.201100441
http://dx.doi.org/10.1128/AAC.01383-12
http://dx.doi.org/10.1128/AAC.01383-12
http://dx.doi.org/10.1038/ja.2010.100
http://dx.doi.org/10.1126/science.285.5433.1573
http://dx.doi.org/10.1126/science.285.5433.1573
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(02)11860-5
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(02)11860-5
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201102281
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201102281
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201102281
http://dx.doi.org/10.1007/BF00394363
http://dx.doi.org/10.1021/jo061466o
http://dx.doi.org/10.1021/jo061466o
http://dx.doi.org/10.1002/ps.3479
http://dx.doi.org/10.1002/ps.3479
http://dx.doi.org/10.1002/jlac.199019900182
http://dx.doi.org/10.1021/bk-1992-0504.ch001
http://dx.doi.org/10.1021/bk-1992-0504.ch001
http://dx.doi.org/10.1248/cpb.43.537
http://dx.doi.org/10.1248/cpb.43.537
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200903743
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200903743
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200903743
http://dx.doi.org/10.1021/jm200259f
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1001138
http://dx.doi.org/10.1038/89691
http://dx.doi.org/10.1038/89691
http://dx.doi.org/10.1107/S090744490202365X
http://dx.doi.org/10.1107/S090744490202365X
http://www.angewandte.de

Angewandte

2272

[20]

www.angewandte.de

Zuschriften

Laubert, H. A. Lewis, J. Lin, K. Loomis, D. Lorimer, G. Louie,
M. Maletic, C. D. Marsh, 1. Miller, J. Molinari, H. J. Muller-Di-
eckmann, J. M. Newman, B. W. Noland, B. Pagarigan, F. Park,
T. S. Peat, K. W. Post, S. Radojicic, A. Ramos, R. Romero, M. E.
Rutter, W. E. Sanderson, K. D. Schwinn, J. Tresser, J. Winhoven,
T. A. Wright, L. Wu, J. Xu, T. J. R. Harris, Proteins Struct. Funct.
Bioinf. 2005, 60, 787-796; c) J. Behnen, H. Koster, G. Neudert,
T. Craan, A. Heine, G. Klebe, ChemMedChem 2012, 7,248 -261;
d) zusitzliche unpublizierte PDB-Codes: 2PX7, 30KR, 4KT7.
a) O. Hassel, Science 1970, 170, 497-502; b) P. Politzer, P. Lane,
M. C. Concha, Y. Ma, J. S. Murray, J. Mol. Model. 2007, 13, 305—
311;¢) T. Clark, M. Hennemann, J. S. Murray, P. Politzer, J. Mol.
Model. 2007, 13,291 -296; d) P. Metrangolo, F. Meyer, T. Pilati,
G. Resnati, G. Terraneo, Angew. Chem. 2008, 120, 6206 —6220;
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 6114—6127; e) J. S. Murray, P.
Lane, P. Politzer, J. Mol. Model. 2009, 15, 723-729; f) Y. Lu, Y.
Wang, W. Zhu, Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 4543 -4551;
¢) T. M. Beale, M. G. Chudzinski, M. G. Sarwar, M. S. Taylor,
Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 1667 —1680.

[21] a) P. Auffinger, F. A. Hays, E. Westhof, P. S. Ho, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 2004, 101, 16789-16794; b) Y. Lu, T. Shi, Y.
Wang, H. Yang, X. Yan, X. Luo, H. Jiang, W. Zhu, J. Med. Chem.
2009, 52, 2854-2862; c) L. A. Hardegger, B. Kuhn, B. Spinnler,
L. Anselm, R. Ecabert, M. Stihle, B. Gsell, R. Thoma, J. Diez, J.
Benz, J.-M. Plancher, G. Hartmann, D. W. Banner, W. Haap, F.
Diederich, Angew. Chem. 2011, 123, 329-334; Angew. Chem.
Int. Ed. 2011, 50, 314-318; d) L. A. Hardegger, B. Kuhn, B.
Spinnler, L. Anselm, R. Ecabert, M. Stihle, B. Gsell, R. Thoma, J.
Diez, J. Benz, J.-M. Plancher, G. Hartmann, Y. Isshiki, K. Mo-
rikami, N. Shimma, W. Haap, D. W. Banner, F. Diederich,
ChemMedChem 2011, 6, 2048 —2054.

[22] A. Bondi, J. Phys. Chem. 1964, 68, 441 —451.

[23] B. Zhang, K. M. Watts, D. Hodge, L. M. Kemp, D. A. Hunstad,
L. M. Hicks, A. R. Odoms, Biochemistry 2011, 50, 3570-3577.

[24] a) M. T. Cabrita, C. Vale, A.P. Rauter, Mar. Drugs 2010, 8,
2301-2317; b) T.S. Elliott, A. Slowey, Y. Ye, S.J. Conway,
MedChemComm 2012, 3, 735-751; c) G. W. Gribble, The Al-
kaloids, Bd. 71, Academic Press, Oxford, 2012.

[25] P. Kuzmi¢, Anal. Biochem. 1996, 237, 260—-273.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 2267 —2272


http://dx.doi.org/10.1002/prot.20541
http://dx.doi.org/10.1002/prot.20541
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.201100490
http://dx.doi.org/10.1126/science.170.3957.497
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-006-0154-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-006-0154-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-006-0130-2
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-006-0130-2
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200800128
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200800128
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-008-0386-9
http://dx.doi.org/10.1039/b926326h
http://dx.doi.org/10.1039/c2cs35213c
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0407607101
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0407607101
http://dx.doi.org/10.1021/jm9000133
http://dx.doi.org/10.1021/jm9000133
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201006781
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201006781
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201006781
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.201100353
http://dx.doi.org/10.1021/j100785a001
http://dx.doi.org/10.1021/bi200113y
http://dx.doi.org/10.3390/md8082301
http://dx.doi.org/10.3390/md8082301
http://dx.doi.org/10.1039/c2md20079a
http://www.angewandte.de

