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Strobilurine: Evolution einer neuen Wirkstoffklasse

Hubert Sauter,* Wolfgang Steglich und Timm Anke

Professor Hans-Jiirgen Quadbeck-Seeger zum 60. Geburtstag gewidmet

/

Die Natur liefert als Ergebnis speziel-
ler Biosynthesewege Wirkstoffe mit
den verschiedensten biologischen Ak-
tivitdten. Manche erfiillen fiir die Or-
ganismen, in denen sie entstehen, iiber-
lebenswichtige Funktionen. So produ-
zieren einige Pilze fungizid wirkende
Strobilurine und Oudemansine, gegen
die die Produzenten selbst unempfind-
lich sind, die aber andere Pilzarten von
der gemeinsamen Nahrungsgrundlage
fernhalten. Nach der Entdeckung die-
ser Naturstoffe, der Identifizierung der

mem Strukturelement und der Auf-
klarung des Wirkungsmechanismus in
den siebziger Jahren verlagerte sich
der Schwerpunkt der Forschungsakti-
vititen von der Hochschule in die
Industrie. Ein spannender Wettlauf
konkurrierender Arbeitsgruppen der
industriellen Fungizidforschung setzte
ein. Ziel war — und ist — die Entwick-
lung praxisgerechter Fungizide fiir den
Pflanzenschutz. Der Aufsatz beleuch-
tet methodische Vorgehensweisen bei
der Leitstrukturoptimierung und die
Bedeutung der Kenntnis von Struktur-

Wirkungs-Beziehungen. Die Variation
der Leitstrukturen der Naturstoffe und
die Selektion geeigneter Kandidaten
fihrten zur firmeniibergreifenden
Evolution der Strobilurine als neuer
Wirkstoffklasse. Einige Produkte sind
bereits im Handel, weitere werden
erwartet — eine faszinierende Erfolgs-
story.

Stichworter: Fungizide - Naturstoffe
- Strobilurine - Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen - Wirkstoff-Forschung

\ﬁ—Methoxyacrylatgruppe als gemeinsa-
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1. Einleitung

Pilze haben in der Geschichte der Menschheit schon von
alters her eine wichtige Rolle gespielt, so bei der Herstellung
von Nahrungsmitteln wie Kése, Hefeteig oder Sojasauce oder
bei der alkoholischen Girung. In einigen asiatischen und
amerikanischen Kulturkreisen fanden Pilze, da sie Lieferan-
ten von Halluzinogenen sind, bei Kulthandlungen Verwen-
dung. Auch als Delikatessen werden Fruchtkorper von Pilzen
(fir den Laien die eigentlichen, weil sichtbaren Manifesta-
tionen von Pilzen) seit der Antike geschitzt, z.B. die den
Gourmet besonders ansprechende Triiffel. Als Heilmittel war
die Bedeutung von Pilzen, verglichen mit der von Pflanzen,
jedoch eher gering. Dies dnderte sich erst 1928 mit der
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bahnbrechenden Entdeckung des Penicillins durch Alexander
Fleming und seiner Entwicklung zum ersten hochwirksamen
Antibiotikum aus einem Schimmelpilz. Seit dieser Zeit ist die
Bedeutung von Pilzen als Produzenten von Antibiotika und
anderen pharmakologisch aktiven Naturstoffen offensichtli-
cher.l!

2. Die natiirlichen Strobilurine und Oudemansine
2.1. Vorgeschichte

Die Strobilurine wurden bei einer Ende 1976 begonnenen
Suche nach neuen antibiotisch wirksamen Substanzen aus
Basidiomyceten identifiziert. Diese Klasse hoherer Pilze, zu
der viele bekannte Arten wie der Fliegenpilz und der Steinpilz
gehoren, wurde zu dieser Zeit von Wirkstoff-Forschern
gemieden, da ihre Mycelkulturen wegen des oft langsamen
Wachstums als schwieriger zu handhaben galten als die der
iiberaus wirkstoffreichen Streptomyceten, die zu den Bakte-
rien gehoren. Doch versprachen die Arbeiten iiber Pigmente
und Toxine der Fruchtkorper? einen originellen und vielfil-
tigen Sekundéirstoffwechsel auch der Mycelkulturen. Die
Arbeiten von Jones und Thaller zur Bildung von Polyalkinen
bei Basidiomyceten lieBen bereits auf eine Ahnlichkeit
zwischen dem Sekundirstoffwechsel der Basidiomyceten
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und dem hoherer Pflanzen, vor allem der Apiaceae und
Asteraceae, schlieBen.’! Dazu kamen die Pionierarbeiten der
Arbeitsgruppen von Anchel, Kavanagh und Hervey,* die in
den vierziger und fiinfziger Jahren Hunderte von Frucht-
korperextrakten und zum Teil auch schon entsprechende
Pilzmycelkulturen auf die Bildung von Antibiotika untersucht
hatten. Als herausragendes Ergebnis ihrer Arbeiten wurde
mit Pleuromutilin ein neues antibakterielles Antibiotikum
mit interessantem Wirkort beschrieben,*! das Jahre spiiter in
Form des semisynthetischen Derivats Tiamulin von der
Sandoz AG in die Veterindrmedizin eingefiihrt wurde.! All
dies und die Moglichkeit, in dem von Zihner geleiteten
Sonderforschungsbereich ,,Chemische Biologie der Mikro-
organismen* in Tiibingen ein geeignetes Umfeld vorzufinden,
hat einen von uns (T.A.) ermutigt, die Arbeit mit Basidio-
myceten zu beginnen. Unter den ersten Antibiotika, die dabei
entdeckt wurden, waren die Strobilurine A und B aus
Kulturen des Kiefernzapfenriiblings Strobilurus tenacellus.[)
Aus diesem Pilz waren bisher noch keine Naturstoffe isoliert
worden. Unsere erste Publikation 1977 beschrieb neben den
physikalischen und chemischen Eigenschaften auch eine stark
fungizide Wirkung auf eine Reihe von Pilzen.[] Die hohe
cytotoxische Aktivitdt gegen Ehrlich-Ascites-Tumorzellen
veranlaf3te Douros vom National Cancer Institute (USA) im
selben Jahr, eine Probe der Strobilurine fiir Untersuchungen
zur Antitumor-Aktivitit zu erbitten. 1978 konnten ihm die
ersten 117 mg Strobilurin A zugesandt werden. Bald darauf
erhielten wir den Befund, daf3 Strobilurin A zwar nur eine
sehr schwache Antitumorwirkung, aber erfreulicherweise
auch keine akute Toxizitédt bei den tumortragenden Méusen
aufwies.

Die Strukturaufkldarung im Arbeitskreis von einem von uns
(W.S.) ergab, daB} die Strobilurine eine ungewohnlich einfache
Struktur haben und offenbar eine neue Klasse von fungiziden
Antibiotika bilden, deren Vorkommen sich nicht auf die
Gattung Strobilurus beschrinkte.”] Strobilurin A konnte auch
aus Kulturen von Cyphellopsis und aus zwei Mycena-Arten
isoliert werden. Urspriinglich wurde fiir die Seitenkette eine
all-trans-(9E)-Konfiguration angenommen, die spiter (1984)
zur (9Z)-Konfiguration revidiert wurde.®l Zwischen Stro-
bilurin A und Mucidin, einem 1969"! ohne Strukturvorschlag
verdffentlichten und 19700 patentierten fungiziden Antibio-
tikum mit gleicher Summenformel, gleichem UV-Spektrum
und gleicher Wirkung, wurde eine groBe Ahnlichkeit fest-
gestellt. Der fiir Mucidin angegebene Drehwert von +33°
(c=10 bei 546 nm) schloB jedoch eine Identitit mit dem
achiralen Strobilurin A vollig aus. Mucidin war aus dem
Buchenschleimriibling Oudemansiella mucida isoliert worden
und fand in der Tschechoslowakei Anwendung als antimyko-
tische Salbe (Mucidermin ,,Spofa“). Um sicherzugehen, dal
es sich bei Mucidin und Strobilurin A um unterschiedliche
Verbindungen handelt, wurden Mycelkulturen von O. mucida
angelegt und auf die Bildung von fungiziden Antibiotika
untersucht. Zu unserer Uberraschung fanden wir nicht
Mucidin, sondern als neuen Naturstoff das kristalline, optisch
aktive Oudemansin A und das in Form eines Ols isolierte
Strobilurin A."l' Wie die Strobilurine A und B wies auch
Oudemansin A eine stark fungizide Wirkung auf. Als sehr
langwierig erwies sich die Kldarung der Frage, um welche
Verbindung es sich bei ,,Mucidin®“ handelte. Tschechische
Patente und Publikationen waren widerspriichlich. Ein Pa-
tentl'?l beschrieb unter Bezugnahme auf frithere Patente
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gleicher Herkunft!®! die Struktur korrekt als (9Z)-Stro-
bilurin A. Auf den zuvor fiir Mucidin beschriebenen Dreh-
wert wurde in dieser Arbeit!'” nicht eingegangen. Sedmera
et al. publizierten 1981 unter Bezugnahme auf die fritheren
Patente,'* 12 darunter auch auf das mit der korrekten (92)-
Konfiguration, verwirrenderweise die Identitdt von Mucidin
und (9E)-Strobilurin A.¥l Der in dem tschechischen Pa-
tentl!'™ angegebene Drehwert wurde als ,,Druckfehler
bezeichnet. Die endgiiltige Klarung brachte schliefllich eine
Publikation im Jahr 1986,/ in der die vollige Identitéit von
(92)-Strobilurin A und Mucidin durch einen direkten spek-
troskopischen Vergleich feststellt wird.

2.2. Vorkommen der Naturstoffe in Pilzen

Pilze, die Strobilurine und Oudemansine bilden, sind
weltweit in allen Klimazonen anzutreffen.'”® Mit einer
Ausnahme (Bolinea lutea, ein Ascomycet) gehoren alle
Produzenten zu den Basidiomyceten.'”] Einige Strukturen
(Schema 1) sind recht komplex wie die von Strobilurin E, das
sich durch starke fungizide und sehr starke cytostatische
Wirkung auszeichnet.'”) Die Strukturen der 9-Methoxystro-
bilurine K und L, des Strobilurins D und des Hydroxystro-
bilurins D wurden inzwischen revidiert.l'l Eine von der Firma
Xenova beschriebene antibakterielle Wirkung von 9-Meth-
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oxystrobilurin L erwies sich inzwischen als falsch, ebenso wie
die dort vorgeschlagene Struktur.!'$]

2.3. Bedeutung der Naturstoffe fiir die Produzenten

Zur Suche nach neuen Wirkstoffen werden Basidiomyceten
bei einem von uns (T.A.) normalerweise auf komplexen, sehr
néhrstoffreichen Medien kultiviert, um ein gutes Wachstum
der Mycelien und eine hohe Produktion von Sekundir-
metaboliten zu ermoglichen. Da diese Bedingungen aber
keinesfalls denen auf natiirlichen Substraten entsprechen,
z.B. auf Boden, Blittern oder (am hiufigsten) Holz, wurden
einige Strobilurinproduzenten auch auf ihren natiirlichen,
zuvor sterilisierten Substraten angezogen und auf die Bildung
von Antibiotika untersucht. Dabei wurden Oudemansin A
und Strobilurine in einer Pterula-Art, einer tropischen
Favolaschia-Art und in Mycena tintinnabulum nachgewie-
sen.’l Bei Mycena tintinnabulum gelang der Nachweis von
Strobilurin D sowohl in den Fruchtkérpern (Hiiten) als auch
im myceldurchwachsenen Substrat (Eichenholz) in der freien
Natur. Die im myceldurchwachsenen Eichenholz bestimmten
Konzentrationen reichten aus, um andere Pilze im Wachstum
zu hemmen. Dieser Befund sowie das weltweite Vorkommen
der Strobilurine und Oudemansine lassen den Schluf3 zu, daf3
sich die Produzenten dieser Verbindungen damit einen Uber-
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Schema 1. Die natiirlichen Strobilurine und Oudemansinel!” %l sowie Myxothiazol A.?'?l Die Markierung * kennzeichnet ein Stereozentrum mit

unbekannter Konfiguration.
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lebensvorteil gegeniiber anderen parasitischen oder dasselbe
Substrat besiedelnden Pilzen verschaffen.

Wie aber schiitzen sich die Strobilurine oder Oudemansine
bildenden Pilze vor dem eigenen, oft in beachtlichen Mengen
produzierten fungiziden Toxin? Dieser Frage sind wir ge-
meinsam mit der Arbeitsgruppe von Brand und von Jagow
nachgegangen. Dabei zeigte sich, daB3 bei Strobilurus tenacel-
lus der Wirkort im Cytochrom-b-Protein (siche Abschnitt 2.4)
so verdndert ist, da die Bindung der Strobilurine und
Oudemansine sehr erschwert wird. Dies beruht im wesentli-
chen auf dem Austausch einer kleinen Aminosiure (Alanin
oder Threonin) in Position 127 durch das gréBere Isoleucin.
Dieser eine Resistenz bewirkende Austausch erfolgt in einer
Region, die bei den gegen Strobilurintoxine sensiblen Spezies
hochkonserviert ist. Bei S. tenacellus sind weitere kleine
Aminosduren in Position 254 durch Glutamin sowie in Posi-
tion 261 Asparagin durch Asparaginsdure ersetzt. Diese
Aminosdurereste liegen alle in der Bindungstasche des
reduzierten Coenzyms Q.

2.4. Wirkungsweise der Naturstoffe

Untersuchungen zur Wirkungsweise der Strobilurine und
Oudemansine ergaben sehr frith, da3 diese Naturstoffe die
Atmung von Pilzen hemmen. Mit Zellen des Ehrlich-Ascites-
Carcinoms wurde nachgewiesen, dafl der Wirkort ausschlief3-
lich in der Atmungskette (Abbildung 1) zu suchen war.

auflen innen (Matrix)

4\

Strobilurine
Oudemansine

Komplex IIT

4 H* 2H*

Abbildung 1. Der Wirkort der Strobilurine und Oudemansine in der
mitochondrialen Atmungskette.

Andere Effekte wie die vollstindige Hemmung der Protein-,
RNA- und DNA-Synthese waren nach Ansicht eines von uns
(T.A.) eine Folge des dadurch hervorgerufenen ATP-Mangels
in den Zellen. Die Sauerstoffaufnahme und die ATP-Synthese
von Rattenlebermitochondrien wurden sowohl mit a-Keto-
glutarat als auch mit Succinat als Substrat gehemmt, der
Wirkort konnte somit nur im Komplex III oder IV der
Atmungskette liegen.'"'l Ein gliicklicher Umstand fiihrte
dazu, daB3 wir in vonJagow einen duflerst kompetenten
Partner fanden, dem es gelang, den Wirkort der Strobilurine
und Oudemansine im mitochondrialen bc;-Komplex ziemlich
genau zu lokalisieren. In der ersten gemeinsamen Veroffent-
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lichung ist dargelegt, dal die Strobilurine A und B, Oude-
mansin A sowie das in den Arbeitskreisen von Reichenbach
und Hofle bei der Gesellschaft fiir Biotechnologische For-
schung (GBF) in Braunschweig isolierte Myxothiazol?? an
denselben Wirkort binden.?'"®! Allen Verbindungen gemein-
sam ist die (E)-8-Methoxyacrylat-Einheit als das fiir die
Wirkungsweise offenbar essentiellen Strukturelement. Die
Strobilurine, die Oudemansine und Myxothiazol binden
reversibel an das Ubihydrochinon-Oxidations(Qp)-Zentrum
des bc;-Komplexes und haben zur Kenntnis von Struktur und
Funktion dieses Teils der Atmungskette beigetragen.??l Anti-
mycin, ein in Streptomyceten hiufig vorkommendes fungi-
zides und sdugertoxisches Antibiotikum, bindet an das andere
Zentrum des bc,-Komplexes, das Qn-Zentrum. Die Rontgen-
strukturanalyse des bc;-Komplexes aus Rinderherz gelang
kiirzlich der Arbeitsgruppe von Deisenhofer, wobei auch die
Bindungsstellen fiir Myxothiazol und Antimycin A identifi-
ziert wurden.?!

Die erste Patentanmeldung zu Strobilurin A erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Hoechst AG.*! Sie beschrieb die
Synthese von Strobilurin A, fiir das eine Verwendung als
Antimykotikum in der Humanmedizin moglich schien. Da es
jedoch schlechter als andere auf dem Markt befindliche
Antimykotika war, wurde dieses Patent spéter aufgegeben.
Mehrere Totalsynthesen der natiirlichen Strobilurine und
Oudemansine werden in Ubersichtsartikeln beschrieben und
kommentiert.[7 24

3. Leitstrukturoptimierung im industriellen
Forschungswettbewerb

3.1. Erste Strukturvarianten

Die beiden Naturstoffe Strobilurin A und Oudemansin A
vereinen eine seltene Kombination von giinstigen molekula-
ren und biologischen Eigenschaften in sich, so daf es sich
geradezu anbot, diesen Verbindungstyp auch als Vorbild und
Ausgangspunkt fiir die Synthese von Derivaten zugrunde zu
legen.?!l Zum einen bestach die fiir bioaktive Naturstoffe
seltene Einfachheit der Strukturen. Das Vorkommen der j3-
Methoxyacrylatgruppe in beiden Naturstoffen war aulerdem
ein Hinweis darauf, da es sich nicht um isoliert vorkommen-
de Einzelwirkstoffe, sondern wohl eher um eine Gruppe von
aktiven Verbindungen handelte. Zum anderen lag die fungi-
zide Aktivitdt bei Labortests auf einem hohen Niveau und
bildete daher in Verbindung mit dem ,,neuartigen“ Wirkungs-
mechanismus der Atmungshemmung bei gleichzeitig niedri-
ger Toxizitdt gegen Sdugerzellen einen starken Anreiz.

Bereits 1977 wurde deshalb im Arbeitskreis eines von uns
(W.S.) damit begonnen, Molekiilvarianten von Strobilurin A
zu synthetisieren, um leicht zugidngliche Analoga mit &hnli-
cher oder moglichst verbesserter fungizider Wirkung zu
erhalten.®!

Die p-Methoxyacrylatgruppe, deren Heteroatome inter-
molekulare polare Wechselwirkungen ermoglichen, wurde als
essentiell, d. h. als Pharmakophor angesehen und zunéachst nur
im Sinne von Pflichtiibungen abgewandelt. Fiir Struktur-
variationen boten sich die anderen Molekiilregionen eher an.

Angew. Chem. 1999, 111, 14161438
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Aus diesen Uberlegungen resultierten einfache Phenylderi-
vate wie 1-3, aber auch Norstrobilurin A 5 und das ,,ver-
kiirzte* Analogon 6 (Schema 2).2+ %]

O/
R
(6]
O o} N
0 N
(0] 0] ~
e ~ ~
~
1: R=H 2 3
schwach aktiv inaktiv schwach aktiv
(la: R=CH,)
NS
NN
0] NS /O\ N
o NP
~
- [¢] N O\
~
~
4 5 6
schwach aktiv inaktiv inaktiv

Schema 2. Strukturen und Aktivitidten einfacher Strobilurinanaloga. Die
Aktivitit wurde anhand der Atmungshemmung von und im Agar-Diffu-
sionstest mit Penicillium notatum ermittelt.?* !

Die Aktivitdt derartiger Verbindungen erreichte in den
Labortests zwar nicht die Hohe des natiirlichen Vorbilds, doch
hatten immerhin einige von ihnen sowohl im Test auf
Atmungshemmung bei dem repréasentativen Pilz Penicillium
notatum als auch im Agar-Diffusionstest gegen die gleiche
Spezies noch mefibare, wenn auch schwache Aktivitit.

So konnten erste wichtige Struktur-Wirkungs-Beziehungen
abgeleitet werden:?* %! Die (E)-Konfiguration des Pharma-
kophors ist demnach wie in 1 essentiell, denn das (Z)-Isomer 2
war inaktiv. Substituenten im Arylrest wie in 3 schienen
»erlaubt“ zu sein; sogar der C/N-Austausch in der Enolether-
gruppe, der zum Oximether 4 fiihrte, verringerte die Aktivitét
nicht wesentlich. Wirkungsverluste traten hingegen beim
gestreckten (9E)-Norstrobilurin A 5 ebenso wie bei der
dhnlich geformten Variante 6 auf; diesen Verbindungen fehlte
die charakteristische Molekiilgestalt, die im Strobilurin A wie
im Oudemansin A durch Verdrillung der zentralen Einfach-
bindung zu einer anndhernd rechtwinkligen Anordnung des
p-Methoxyacrylatpharmakophors relativ zur phenylsubsti-
tuierten Seitenkette fiihrt (Abbildung2). In den Varianten
1-4 fehlt die Seitenkette vollig.

Parallel zu diesen Leitstrukturvariationen wurde die Ko-
operation mit industriellen Partnern gesucht, um die Brauch-
barkeit des Wirkstofftyps fiir eine Optimierung von Struktur
und Wirkung unter dem Gesichtspunkt einer potentiellen
Anwendung als Agrarfungizide oder Humanantimykotika zu
eruieren. Die Resonanz in der Industrie war wegen aktueller,
anderweitiger Prioritdten groBtenteils zuriickhaltend. 1982
bat Zeneca (damals noch ICI) um eine Probe Oudemansin

Angew. Chem. 1999, 111, 1416-1438

Abbildung 2. Computerberechnete Kalotten- und Stabmodelle von Stro-
bilurin A (links) und des Enoletherstilbens 7a (rechts). Kohlenstoff:
schwarz, Sauerstoff: rot, Wasserstoff: weifs. (Wir danken Dr. W. Alten-
hofen, BASF, fiir die Rechnungen und die Computergraphiken.)

und erhielt diese von einem von uns (T.A.). 1983 zeigte die
BASF im Rahmen eines mit offentlichen Mitteln geférderten
Gemeinschaftsprojekts mit mehreren Hochschularbeitskrei-
senl?! Interesse und erhielt Strobilurin A fiir In-vivo-Tests an
pilzinfizierten Pflanzen im Gewéchshaus. Die Testergebnisse
waren enttduschend: Die Wirkung war iiberraschend schwach
und nur gegen zwei von sechs phytopathogenen Pilzen bei
hohen Anwendungskonzentrationen gerade noch wahrnehm-
bar.?®l Dies entsprach nach den sehr guten Ergebnissen der
Agar-Diffusionstests im Labor nicht den Erwartungen, so daf3
sich die Frage nach moglichen Ursachen stellte.

Gemeinsam mit Schirmer, der damals die Hochschulko-
operationen fiir die BASF-Pflanzenschutzforschung betreute,
stellten wir die Hypothese auf, daB das Triensystem in
Strobilurin A zu einem raschen photolytischen und/oder
oxidativen Abbau des Naturstoffs und damit zu einem raschem
Wirkungsverlust unter den Bedingungen der Tests im Ge-
wichshaus fiihrt. Diese Hypothese war so plausibel, daf3
zunidchst darauf verzichtet wurde, sie analytisch-experimen-
tell zu verifizieren. Ein anderes Vorgehen schien attraktiver:
Wir wollten das Triensystem durch Uberbriicken mit einem
Aren stabilisieren und in der Hoffnung auf eine verbesserte
In-vivo-Wirkung das ,,Enoletherstilben“ 7a synthetisieren und
testen. Die Synthese wurde im Arbeitskreis Steglich nach den
oben beschriebenen Vorarbeiten rasch realisiert (Schema 3).2%

In der Tat erwies sich 7a als Volltreffer. Es wies nicht nur bei
der Atmungshemmung gegen P. notatum eine im Vergleich zu
Strobilurin A mindestens zehnfach héhere Aktivitit auf,2<l
sondern erfiillte auch in vivo bei den Tests an pilzinfizierten
Pflanzen im Gewdéchshaus hinsichtlich Wirkungsstirke
und Wirkungsbreite die hochgesteckten Erwartungen. Gute
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Schema 3. Synthese des Enoletherstilbens 7a.2+ 22 — AIBN=22"-Azo- x

bisisobutyronitril, NBS = N-Bromsuccinimid.

(<15% Befall) bis sehr gute Wirkungen (<5% Befall) bei
Anwendungskonzentrationen von 63 ppm, teilweise noch bei
16 ppm, waren bei folgenden Pilzkrankheiten zu verzeichnen:
Weizenmehltau (Erysiphe graminis), Weizenbraunrost (Puc-
cinia recondita), Reisbrand (Pyricularia oryzae), Gersten-
netzflecken (Drechslera teres), Rebenperonospora (Plasmo-
para viticola) und Krautfaule (Phytophthora infe-
stans).B0

Die Uberbriickung durch das zentrale Aren im Enolether-
stilben 7a hatte demnach offenbar die Affinitit zum mito-
chondrialen Wirkort nicht nur nicht vermindert, sondern der
Tendenz nach sogar erhoht und dariiber hinaus auch — wie
erhofft — dem Molekiil die benétigte Stabilitdt verliehen.
Damit ist 7a eine gegeniiber Strobilurin A modifizierte,
wirksamere und insgesamt aussichtsreichere Leitstruktur.

3.2. Eine weitere Generation von Strobilurinvarianten

An diesem Ergebnis orientierte sich die Synthese weiterer
Varianten von 7, z.B. die von 8-12 (Schema4), unter
zunehmender Beteiligung der BASF. Alle Verbindungen
wiesen in den Labortests dhnliche Aktivititen wie Stro-
bilurin A auf, iibertrafen dieses in den Gewdichshaustests
jedoch deutlich. Einige der neuen Derivate hatten in Ab-
héngigkeit vom untersuchten Pilz zum Teil sogar eine hohere
Wirksamkeit als das Enoletherstilben 7a.P]

Fiir das Design von Strobilurinvarianten erwies sich die
gedankliche Aufteilung der Leitstruktur Enoletherstilben in
drei Molekiilregionen als zweckmiBig: Seitenkette, Aren-
briicke und Pharmakophor (Schema 5). Durch Variation der
Seitenkette erhielten wir die Verbindungen 7' 8,521 9 und
1053 sowie 11,54 fiir die jeweils gesonderte Patentanmel-
dungen eingereicht wurden.

3.3. Erste Freilandtests bei BASF

Der néchste Schritt bestand in der biologischen Unter-
suchung ausgewdihlter Verbindungen unter Freilandbedin-
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7a (X H) 8a (X = H)
7b (X = 3-F) 8b (X = 3-C1)
7c (X = 4-F 8c (X = 3-Me)
7d (X = 2-C1 8d (X = 3-CF,)
7e (X = 2-Me) 8e (X = 0-Ph)
7f (X = 4-Me) 8f (X = 3-OCH,Ph)
79 (X = 4-CF,)
o S
X
@ 0 O @ ° X0

/ /
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9a (X = H) 10a (X = H)

~ -~
11 12
lla (X = H)
Schema 4. Vom Enoletherstilben 7a abgeleitete Strobilurinvarian-
ten.[24 31-34]
Arenbriicke
Seitenkette
Pharmakophor

Schema 5. Die Regionen der Enoletherstilben-Leitstruktur, die strukturell
modifiziert wurden.

gungen. Im Ablauf einer Leitstrukturoptimierung bedarf der
Ubergang von Tests im Gewichshaus zu Versuchen im
Freiland besonderer Aufmerksamkeit. Drei Aspekte sind
dabei ausschlaggebend:

e Dic benotigten Wirkstoffmengen und damit der Syn-
theseaufwand steigen stark an. Zur Durchfiihrung von In-
vitro- und anderen Tests im Labor reichen in der Regel
wenige Milligramm, und selbst fiir ausfithrliche Verdiinnungs-
reihen bei Anwendungen im Gewéichshaus geniigt pro Test-
substanz eine Wirkstoffmenge von insgesamt ca. 100 mg.
Dadurch ist der Test von Tausenden einzelner Strukturva-
rianten pro Jahr ohne weiteres moglich und Routine. Dem-
gegeniiber erfordert die erste Priifung im Freiland — tbli-
cherweise in quadratmetergrolen Kleinparzellen — bei Auf-
wandmengen von 100-1000 gha=! je nach Kulturpflanze,
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Pilzpathogen und Zahl der Behandlungen zwischen einem
und zehn Gramm pro Indikation, insgesamt also Nachliefe-
rungsmengen bis zu 100 g; hinzu kommen Wirkstoffmengen
fiir die Ausarbeitung von Formulierungen zu einer fiir den
Einsatz im Freiland geeigneten Aufbereitung der Wirkstoffe,
z.B. als Emulsionskonzentrat, Suspensionskonzentrat oder
wasserdispergierbares Pulver oder Granulat.

e Aus diesen und anderen, sich aus der Praxis ergebenden
Griinden ist die Zahl der im Freiland testbaren Verbindungen
auf kaum mehr als hundert pro Jahr begrenzt. Verbindungen,
die nicht in die Freilandtests gelangen, sind damit bereits
nahezu endgiiltig aus dem Optimierungsprozef3 ausgeschie-
den.

e Langjihrige Erfahrung hat gezeigt, da3 die Modelltests
im Gewdchshaus nur eine begrenzte Prognosesicherheit fiir
die praxisrelevanten und deshalb entscheidenden Wirkungen
im Freiland bieten. Offensichtliche Diskrepanzen®? im Sinne
falsch positiver wie falsch negativer Resultate bei Gewéchs-
haustests™®! sind besonders dann moglich, wenn es um die
Rangfolge der Wirkstdrken innerhalb einer Gruppe aktiver
Verbindungen geht.?> 30 In Tabelle 1 wird dies in der jeweils
letzten Zeile deutlich: Die Rangkorrelationskoeffizienten[*!
zwischen den Ergebnissen von Freiland- und Gewichshaus-
tests reichen von brauchbaren (0.74 fiir Weizenmehltau, 0.6
fur Krautfdule) bis zu weniger prognosegeeigneten Werten
(z.B. —0.3 fiir Netzfleckenkrankheit).

Insofern wird die Selektion der ,,richtigen“ Kandidaten fiir
die Freilandpriifungen zu einem kritischen, wegen der vegeta-
tionsbedingt nur saisonal in jahrlichem RhythmusP” mogli-
chen Freilandtests geschwindigkeitsbestimmenden und damit
auch fiir den Gesamterfolg entscheidenden Schritt®! im
gesamten ProzeB der Leitstrukturoptimierung (siehe Abbil-
dung 4, Abschnitt 4.4).

Bei der BASF wurden fiir die Kleinparzellenversuche der
Saison 1986 aus den bis Dezember 1985 synthetisierten rund
100 Strobilurinderivaten zunédchst 15 Verbindungen selektiert
und je nach den Ergebnissen der vorangegangenen Gewéchs-
haustests fiir mehrere Indikationen untersucht. In Tabelle 1
sind diese Verbindungen und die zugehorigen Ergebnisse
zusammengefaBt.!

Beim Freilandversuch gegen Weizenmehltau fillt die klare
Aufteilung in Verbindungen mit guter Wirkung wie die vier
Dihydrostilbene 8 einerseits und unwirksame Verbindungen
wie die Stilbene 7 andererseits auf. Dies erscheint angesichts
der Photolabilitit von Stilbenen verstidndlich, die bekanntlich
nach (E) —(Z)-Isomerisierung leicht eine Photocyclisierung
zu Dihydrophenanthrenen und anschliefende Folgereaktio-
nen, z.B. die oxidative Aromatisierung, eingehen konnen.[*!
Insgesamt ist die Rangkorrelation mit den Ergebnissen der
Gewichshaustests fiir die untersuchten Verbindungen als gut
einzustufen (r,=0.74); allerdings war die schlechtere Wir-
kung der Stilbene 7 im Gewéchshaus nicht so ausgeprigt wie
unter den photochemisch stirker belastenden Freilandbedin-
gungen. Besonders bemerkenswert war die Wirkung von 8d
gegen Weizenmehltau im Freilandversuch. Die Verbindung
iibertraf bei maximalem Befallsdruck (100% Befall in den
unbehandelten Parzellen) — allerdings bei héherer Aufwand-
menge (1000 g) — das Standard-Vergleichsmittel Corbel - ein
motivierendes Ergebnis.
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Beim Test gegen die Netzfleckenkrankheit erwie-
sen sich bei geringerem Befallsdruck (35%) sogar die
drei hier gepriiften Stilbene 7 als einigermaflen wirksam.
Das einzige getestete Dihydrostilben 8d war demgegen-
tiber wieder deutlich aktiver und tiibertraf — bei allerdings
doppelter Aufwandmenge — das Standard-Vergleichsmittel
Desmel.

Eine starke Wirkung wies 8d auf, der Spitzenreiter gegen
Weizenmehltau, auch im Versuch gegen die Spelzenbriune,
diesmal jedoch dicht gefolgt vom Stilben 7e. Die Anwendung
gegen Weizenbraunrost war wegen des besonders niedrigen
Befallsdrucks (18 %) und der relativ schwachen Wirkung der
funf getesteten Dihydrostilbene nicht besonders aussagekréf-
tig. Als Mittel gegen Krautfiule fiel bei hohem Befallsdruck
das Dihydrostilben 8a als beste Verbindung auf, aber auch
zwei Stilbene hatten mefBbare Wirkung. Bei Anwendungen
gegen Apfelschorf lag das Stilben 7a mit sehr guter Wirkung
auf Rang 1 und damit auf dem Niveau des Standard-Ver-
gleichsmittels. Zusammenfassend war im Hinblick auf Struk-
tur-Wirkungs-Beziehungen festzustellen, dal die photolabi-
len Stilbene gegeniiber den Dihydrostilbenen im Freiland
deutlich abfielen. Erstere waren aber immerhin in Versuchen
wirksam, bei denen der Zeitraum zwischen Wirkstoffapplika-
tion und Versuchsauswertung relativ kurz war (bei den
Anwendungen gegen Spelzenbrédune, Krautfdule und Apfel-
schorf), d.h. nach 8 Tagen gegeniiber ca. 30 Tagen bei den
iibrigen Versuchen. Zu den Strukturtypen 9 und 10 lag nur ein
Ergebnis aus Freilandversuchen mit je einer einzigen Verbin-
dung vor; eine fundierte Beurteilung war deshalb noch nicht
moglich.

Die ersten Resultate aus diesen fiir die Beurteilung des
ganzen Strukturtyps entscheidenden Kleinparzellenversu-
chen unter Freilandbedingungen wurden im Mai 1986 erhal-
ten. Bereits zu diesem Zeitpunkt lagen einige hochst erfreu-
liche Ergebnisse vor, beispielsweise erste Hinweise auf die
sehr guten, auf dem Niveau des Standard-Vergleichsmittels
Corbel liegenden Wirkungen von 8a, 8b und 8d. Auch die
ersten Befunde bei der Anwendung gegen die Netzflek-
kenkrankheit in Gerste, z. B. nach Behandlung mit 8b, gaben
AnlaB} zu hochgesteckten Erwartungen: Es kam Euphorie auf.
Die Geburt einer neuen fungiziden Wirkstoffklasse schien
nicht nur gliicklich iiberstanden, der weiteren Entwicklung
der Babys konnte hoffnungsvoll und zuversichtlich entgegen-
gesehen werden.

Mitten in dieser Aufbruchstimmung muflten wir eine — aus
unserer Sicht bose — Uberraschung hinnehmen: Ende April
1986 wurde eine umfassende Patentanmeldung der Firma ICI
(heute Zeneca) verdffentlicht,*] von der wir wenig spiter
Kenntnis erhielten. Das erste Priorititsdatum war der
19.10.1984.121 Die Grundformel I des duBerst breitgefaBten
allgemeinen Anspruchs ist in Schema 6 wiedergegeben. R!
und R? stehen fiir breitest variable Substituenten von Wasser-
stoff bis zu gegebenenfalls substituierten (,,optionally substi-
tuted”) Alkyl-, Aryl-, Cycloalkylalkyl- und &hnlichen Re-
sten.[*’] Noch variantenreicher waren die Definitionen fiir X,
Y und Z. Andererseits war jedoch bereits ab dem Unteran-
spruch 7#1 (Formel XII in Schema 6) der eigentliche Kern
definiert. Weitere Unteranspriiche galten z. B. dem Struktur-
typ 13. Als Einzelverbindungen waren ,,unser* Enoletherstil-
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Tabelle 1. Testergebnisse und Wirkungsrangfolge von Strobilurinen bei der Anwendung gegen Pilzkrankheiten im Freiland 1986 und im Gewéchshaus.*"]

Verbindung Weizenmehltaul®! Netzflecken!! Spelzenbriunel
Pilzbefall® [%] Ry Rgldel Pilzbefall® [%] Rl R Pilzbefallll [%] Ry R

Ta 28 5 2 30 6 1
7b 100 7 9 25 4 3
Tc 100 7 7
7d 22 3 1
Te 100 7 3 10 2 45
7f 100 7 8
g 100 7 6 61 7 8
8a 22 2.5 1 18 5 45
8b 22 2.5 5 4 1 4 13 4 4.5
8c 31 4 4 12 3 4.5
8d 15 1 2 8 1 45
8e 68 8 45
8f
9a

10a 18 2 5

unbehandelt 100 35 71

Standard 18 5 5

rul 0.74 —0.30 0.23

Verbindung Weizenbraunrostl®! Krautfiulel®! Apfelschorf!

Pilzbefall™ [%] R Ryl PilzbefallP [%] R{d  Rgl Pilzbefalll [%] Rgd Rl

Ta 68 3 1 5 1 3
7b
Tc
7d
Te
7f 61 2 2
78
8a 18 5 4 33 1 3
8b 10 1.5 2
8c 10 1.5 4
8d 12 3 4
8e 84 5 5 8 2
8f 71 4 4 15 3 1
9a 15 4 1

10a

unbehandelt 18 84 77

Standard 9 14 6

rdul 0.13 0.6 —-1.0

[a] Erysiphe graminis f. sp. tritici. [b] Kleinparzellenversuch an Winterweizen; Spontaninfektion; Behandlung nach 2.5% Vorbefall mit je 750 gha™!
Wirkstoff; Auswertung 31 Tage nach Behandlung; Standard-Vergleichssubstanz: Corbel, 750 gha~'. [c] Rr = Rangplatz im Freiland gemiR der Definition in
Lit. [39] innerhalb der getesteten Verbindungen (senkrechte Spalte). [d] Rz =Rangplatz im Gewichshaus, ermittelt aus mehreren Versuchen nach
Behandlung mit verschiedenen Spritzkonzentrationen. [e] Zur Ermittlung von R wurden protektive Behandlungen im Gewichshaus mit Spritzkon-
zentrationen von 16, 8, 4, 2 und 1 ppm herangezogen. Die Rangfolge éndert sich bei entsprechenden kurativen Tests; die Ergebnisse dieser Versuche liefern
erwartungsgemaif eine bessere Rangkorrelation mit den Ergebnissen des (teilweise kurativen) Freilandversuchs: r,=0.87. [f] Pyrenophora teres f. sp. hordei
(Netzfleckenkrankheit an Gerste). [g] Kleinparzellenversuch mit Wintergerste; zweimalige kiinstliche Infektion 5 und 2 Tage vor der Behandlung mit je
1000 gha=! Wirkstoff; Auswertung 36 Tage nach Behandlung; Standard-Vergleichssubstanz: Desmel, 500 gha~'. [h] Ermittelt aus protektiven Tests im
Gewichshaus nach Behandlung mit Spritzkonzentrationen von 250, 125, 63 und 31 ppm. [i] Leptosphaeria nodorum an Weizen. [j] Kleinparzellenversuch an
Winterweizen; kiinstliche Infektion 3 Tage nach Behandlung mit je 1000 gha~' Wirkstoff; Standard-Vergleichssubstanz: Desmel, 250 gha~". [k] Ermittelt aus
protektiven Tests im Gewichshaus nach Behandlung mit Spritzkonzentrationen von 125, 63 und 31 ppm. [e] Puccinia recondita (Weizenbraunrost).
[m] Kleinparzellenversuch an Winterweizen; Spontaninfektion; Behandlung ohne Vorbefall mit je 750 gha™' Wirkstoff; Auswertung 32 Tage nach
Behandlung; Standard-Vergleichssubstanz: Impact, 125 gha='. [n] Ermittelt aus kurativen Tests im Gewichshaus nach Behandlung mit Spritzkon-
zentrationen von 250, 63 und 16 ppm. [o] Phytophthora infestans. [p] Kleinparzellenversuch an Kartoffeln; Spontaninfektion; dreimalige Behandlung ohne
Vorbefall in wochentlichem Rhythmus mit je 1000 gha™' Wirkstoff; Auswertung 30 Tage nach der letzten Behandlung; Standard-Vergleichssubstanz:
Polyram-Combi (80proz.), 500 gha='. [q] Ermittelt aus protektiven Tests im Gewichshaus an Tomatenpflinzchen nach Behandlung mit Spritzkon-
zentrationen von 63, 31 und 16 ppm. [r] Venturia inaequalis. [s] Versuch an Apfelbdumen, Sorte Golden Delicious; Spontaninfektion; 18malige Behandlung
in wochentlichem Rhythmus ohne Vorbefall mit je 210 gha—! Wirkstoff; Auswertung 7 Tage nach der letzten Behandlung, dabei wurde nur der Befall auf den
bei Behandlungsbeginn vorhandenen Blittern beriicksichtigt; Standard-Vergleichssubstanz: Baycor, 140 gha=!. [t] Ermittelt aus kurativen Tests an
Apfelsamlingen im Gewichshaus nach Behandlung mit Spritzkonzentrationen von 75 und 31 ppm. [u] r, ist der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman;*! es wurden die Rangfolgen der Reihen R und Ry miteinander korreliert.

ben 7a und die bereits in unserem Freilandversuch auf- rangigen Basisanmeldung betroffen — ein Desaster, das uns zu
gefallene, hydrierte Variante 8a beansprucht. Frappant war diesem Zeitpunkt um so mehr zuriickwarf, als wir gerade
die Parallelitdt mit unseren Ideen und Konzepten im Kern begonnen hatten, das groB3e Potential der Strobilurine auch
jener Anmeldung. Alle BASF-Anmeldungen iiber die Enol- unter dem Aspekt praktischer Einsatzméglichkeiten zu veri-
ether-StrobilurineB'34 waren von dieser patentrechtlich vor- fizieren.
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die Enolether-Strobilurine. Néheres siche Text.

Intern stellten wir uns kritische Fragen: Wie war so etwas
moglich? Hatten wir geschlafen? Waren Indiskretionen, war
gar ,,Spionage* im Spiel ? Die Antwort war bald gefunden. Sie
war eindeutig, klar und einfach: Alles hatte sich im Rahmen
eines fairen Wettbewerbs forschender Arbeitsgruppen voll-
zogen.

3.4. Der Weg des Zeneca-Forschungsteams zu
Azoxystrobin!* 451

Anfang der achtziger Jahre hatte man bei Zeneca begon-
nen, sich systematisch und verstdarkt mit Naturstoffen als
moglichen Leitstrukturen fir Fungizide zu beschiftigen.
Dabei fiel Baldwin, einem Biochemiker im Zeneca-Team
fiir Fungizidforschung, die bereits erwihnte Arbeit?"! iiber
die gemeinsamen Strukturelemente und den gemeinsamen
Wirkungsmechanismus von Oudemansin, Strobilurin A und B
sowie Myxothiazol auf. Zeneca bat daraufthin einen von uns
(T.A.) um eine Probe Oudemansin A fiir Gewichshaustests
und erhielt im Juni 1982 4 mg kristalline Substanz. Die
Ergebnisse der Gewichshaustests bei Zenecal*l gegen acht
Pathogene waren hochst beeindruckend. Im Gegensatz zu
Strobilurin A ist Oudemansin A unter Gewdichshausbedin-
gungen ndmlich hinreichend stabil und hat deshalb auch dort
bereits bei der niedrigen Anwendungskonzentration von
33 ppm reproduzierbar sehr hohe fungizide Wirkungen und
ein auffallend breites Wirkungsspektrum. Stimuliert durch
diese tiberzeugenden Testergebnisse griff Zeneca unter der
Leitung von Clough die Thematik Strobilurine — damals
allerdings noch unter der Bezeichnung 5-Methoxyacrylate —
rasch auf breiter Front auf. Unter anderem wurden stereose-
lektive Synthesen fiir (9E)- und (9Z)-Strobilurin A konzipiert
und realisiert!®l und damit unabhiingig von uns die richtige
Konfiguration des Naturstoffs Strobilurin A bestitigt. Im
Anschlufl daran konnte anhand analytischer Untersuchungen
gezeigt werden, daBl fiir die unzureichende Wirkung des
synthetischen (9Z)-Strobilurins A bei den Gewichshaustests
neben seiner relativ hohen Fliichtigkeit die &uBerst hohe
Photolabilitit verantwortlich ist.[*30]

Ahnliche Uberlegungen wie bei uns fithrten auch bei
Zeneca bald zur Synthese des Enoletherstilbens 7a. Parallel
dazu wurde aber auch schon eine Reihe anderer stabilisierter,
wirksamer und leicht zugédnglicher Varianten synthetisiert,
z.B. 14-16 (Schema 7).

Fiir den Fortschritt der Arbeiten bei Zeneca spielte der
Diphenylether 13a eine entscheidende Rolle (Schema 8). Im
Vergleich zum Enoletherstilben 7a war seine Photostabilitét
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16[48b]

Schema 7. Stabilisierte, aktive Strobilurinvarianten aus der Anfangsphase
der Leitstrukturoptimierung bei Zeneca.[**l
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Schema 8. Bei Zeneca auf dem Weg zu Azoxystrobin hergestellte
Strobilurinanaloga mit Variationen in der Seitenkette und der Arenbriik-
ke[

nochmals verbessert, die Aktivitit im Gewichshaus und im
Freiland war hoch und sein Wirkungsspektrum breit.[*5¢]
Hinzu kam eine Molekiileigenschaft, nach der man bei
Zeneca gezielt Ausschau hielt und auf die man das biologische
Screening-Programm entsprechend ausgerichtet hatte: die
systemische Beweglichkeit im wéfrigen Saftstrom der behan-
delten Pflanzen. Sie fiihrt dazu, daf} ein systemischer Wirk-
stoff nach der Applikation nicht nur dort verbleibt, wo die

1425



AUFSATZE

H. Sauter et al.

Pflanzenoberfliche von der Spritzbrithe getroffen wurde,
sondern in die Pflanze penetriert und dort in geldster Form
transportiert wird.*’l Der systemische Transport eines Fun-
gizids hat zur Folge, dafl die Wirkung nicht nur lokal begrenzt
bleibt, sondern sich wegen der Verteilungsprozesse auch auf
nicht betroffene Pflanzenteile ausdehnen kann. Bei Zeneca
wurde der Schlu} gezogen, daB3 auch die systemische Vertei-
lung beim Diphenylether 13a urséchlich fiir die im Freiland
beobachtete, besonders gute fungizide Wirkung war, gleich-
zeitig jedoch auch zu den leichten phytotoxischen Schéden bei
einigen empfindlichen Pflanzenarten beitrug. Das Ziel der
weiteren Optimierung war es daher, die Lipophilie neuer
Strukturvarianten so niedrig zu halten, da3 ein systemischer
Transport moglich war,** gleichzeitig aber keine Phytotoxi-
zitdt auftrat. Die Einfiihrung von Heteroatomen wie in den
Verbindungen 17 und 18 erwies sich diesbeziiglich als
vorteilhaft. Die Verbindung 13b brachte in anderer Hinsicht
einen Fortschritt: Thre Wirksamkeit war im Gewéchshaus der
von 13a iiberlegen. Dies sprach fiir ein besseres Andocken am
mitochondrialen bc;-Komplex. Allerdings stieg durch den
zusitzlichen Phenoxysubstituenten die Lipophilie so stark an,
daB die systemische Beweglichkeit verloren ging.[*c 4 Die
Einfithrung hydrophiler Strukturelemente in die lipophile
Seitenkette von 13b lieferte schlieBlich 19 als Ergebnis der
Leitstrukturoptimierung. Die Verbindung hatte die ge-
wiinschten physikochemischen und biologischen Eigenschaf-
ten und wurde zunéchst unter der Code-Nr. ICI A 5504, spiter
unter der Internationalen Kurzbezeichnung (common name)
Azoxystrobin entwickelt und im Februar 1996 in Deutschland
unter dem Handelsnamen Amistar am Markt eingefiihrt.[*>¢]
Einzelheiten zum biologischen Wirkungsprofil von Azoxy-
strobin und weiteren Strobilurinen sind vergleichend im
Abschnitt 5.3 dargelegt.

3.5. Die zweite Phase der Leitstrukturoptimierung bei
BASF: der Weg zu Kresoxim-methyl?®!

Nach dem Einreichen und der Veroffentlichung ihrer
Enolether-Basisanmeldung*! im April 1986 konnte sich das
Zeneca-Team aufgrund seiner komfortablen patentrechtli-
chen Situation relativ gelassen der Optimierung der Seiten-
kette unter Beibehaltung des Enolether-Pharmakophors zu-
wenden. Ganz anders war dagegen die Lage fiir das Fungizid-
Team der BASF im Mai 1986. Die veroffentlichten Anspriiche
von Zeneca schienen ,wasserdicht“, echte Liicken waren
zunéchst nur bei der Arenbriicke erkennbar. Es bestand die
Gefahr,>! daB unsere bisherigen Arbeiten auf diesem Gebiet
— zumindest fiir uns — vergeblich waren. Dennoch verlangten
die zu diesem Zeitpunkt eingetroffenen, vielversprechenden
Ergebnisse der Freilandversuche (siche Tabelle 1) geradezu
kategorisch danach, da3 ein Ausweg gefunden werden mufte.
Zu verlockend erschienen sowohl das biologische Potential
der neuen Stoffklasse als auch die grofle Variationsbreite von
Arenbriicke und Seitenkette, die unter anderem aus den
Zeneca-Anmeldungen™: 471 erkennbar waren. Als Folge die-
ser Uberlegungen entschloB sich das BASF-Team, die einzige
wirkliche Liicke der engmaschigen Patentanspriiche von
Zeneca anzugreifen und den Pharmakophor abzuwandeln.[!
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Variationen des Pharmakophors einer Wirkstoffklasse
bringen stets ein besonders hohes Risiko eines drastischen
Aktivitatsverlustes mit sich, weil der Pharmakophor — per
definitionem - diejenige Gruppe einer Wirkstoffklasse ist, die
iber intermolekulare Wechselwirkungen den entscheidenden
energetischen Beitrag fiir das Andocken am Target liefert.
Fast immer sind daran Heteroatome beteiligt, die polare
Wechselwirkungen und spezielle, vektoriell-raumliche An-
ordnungen in bezug auf den Rest des Wirkstoffmolekiils
ermoglichen. Der Enolether-Pharmakophor enthélt drei sol-
che Heteroatome, jeweils Sauerstoffatome. Uber ihre Funk-
tion beim Andocken an den bc;-Komplex war damals nichts
bekannt.

Im BASF-Team hatten Wenderoth und Rentzea bereits
begonnen, die Enolether-Gruppe im Pharmakophor durch
eine Oximether-Einheit zu ersetzen. Wie die Analyse des
Pharmakophors ergibt, bleiben dabei nicht nur alle drei
urspriinglichen Heteroatome erhalten, sondern wahrschein-
lich auch — wie bereits ohne Computermodelle erkennbar ist —
die Moglichkeiten ihrer vektoriellen Ausrichtung, sofern die
als essentiell erkannte (E)-Konfiguration an der Doppelbin-
dung beibehalten wird (siche Schema 2, 1 versus 2). Lediglich
das sp*hybridisierte Stickstoffatom war neu. Erste Derivate
(20a und 21a) der Strukturtypen 20 und 21 (Schema 9) waren
bereits synthetisiert und im Gewdichshaus getestet worden.

o]
NS
O \N/O\ N7\
- ~

20a: Y = H 2la: Y = H
20b: Y = 2-CH, 21b: Y= 2-CH,
20c: Y = 2-C1 21c: Y = 2-C1
21d: Y = 2-Br
2le: Y = 3-CH,
21f: ¥ = 3-C1
21g: ¥ = 3-CF,
21h: ¥ = 4-CH,
N O 21i: Y = 4-C1
I ~ 21j: Y = 4-ph
21k: Y = 2,4-(CH,)
= o \N/O\ 3/2
~
22
(@]
X
o Ny O 0 NG
~ e
23 21b

Kresoxim-methyl
(BAS 490 F)

Schema 9. Die ersten bei der BASF auf dem Weg zu Kresoxim-methyl
synthetisierten Strobilurine (20-22) des Strukturtyps 23 mit Oximether-
Pharmakophor.
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Wir waren wegen guter In-vitro-Ergebnisse und erster Re-
sultate aus Gewichshaustests sicher, da3 in diesen Oxim-
ethern ein hohes biologisches Potential steckt. Wegen der
Konkurrenzsituation zu Zeneca wurde bereits im Juli 1986
eine entsprechende PatentanmeldungP®” eingereicht — zum
Gliick fiir uns, wie sich spéter herausstellte. Was wir damals
noch nicht wuB3ten, wohl aber befiirchten muften, war, daf3
die Zeneca-Gruppe die gleichen Ideen verfolgte und ihrer-
seits dabei war, die Oximether anzumelden.®! Zunichst
muflte jedoch die iibliche achtzehnmonatige Wartezeit nach
der Patenteinreichung? iiberstanden werden. Erst im Januar
1988 war klar, daf3 wir diesmal mit einem Prioritdtsvorsprung
von nur zwei Tagen(!) die zweite Runde des Wettlaufs fiir uns
hatten entscheiden konnen.

Zwischenzeitlich gingen bei der BASF die Optimierungs-
arbeiten an den Oximethern weiter. Fiir die Freilandsaison
1988 waren zwei Derivate von 20, 20b und 20 ¢, wegen ihrer
guten Wirkung gegen Weizenmehltau im Gewéchshaus fiir
Kleinparzellenversuche vorgesehen. Diese Wirkung bestétig-
te sich dort und lag auf dhnlichem Niveau wie die Standard-
Vergleichsverbindung Corbel.

Entscheidend fiir den weiteren Fortgang der Leitstruktur-
optimierung war, dal ab Juni 1987 bei der BASF ein
biochemischer TestP zur Verfiigung stand, mit dem sich die
Frage, wie gut die Strobilurinvarianten am mitochondrialen
bc,-Komplex andocken, wesentlich direkter beantworten lief3
als mit den etablierten Gewéchshaus- oder gar Freilandtests.
Submitochondriale Praparationen aus Hefezellen wurden als
Modellsysteme fiir die Atmungskette von Pilzen benutzt. Der
Test liefert als Endergebnis eine Aussage iiber die inhibie-
rende Aktivitat der Testsubstanzen gegeniiber dem bc;-
Komplex in Form von I5,-Werten, also denjenigen Wirkstoff-
konzentrationen, die fiir eine 50%ige Hemmung notwendig
sind. Dabei gilt: Je kleiner der I5-Wert ist, desto aktiver ist die
jeweilige Verbindung.[*]

Mit diesen Tests konnten recht bald sehr klare Struktur-
Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden (siche auch Ab-
schnitt 4.1). Bei einem paarweise durchgefiihrten Vergleich
von Enol- und Oximethern mit identischer Seitenkette — die
Arenbriicke war stets eine Phenyleneinheit — zeigte sich, daf3
beide Pharmakophortypen am Wirkort gleichwertig sind und
dort keine wesentlichen Aktivitdtsunterschiede verursachen.
Beide Pharmakophore docken also gleichermaf3en gut an —
ein Erfolgserlebnis. Weiterhin ging aus einem wiederum
paarweise durchgefiihrten Vergleich eindeutig hervor, daf3
die Derivate des Typs 21 durchschnittlich ca. zehnmal aktiver
sind als die entsprechenden Regioisomere 20. Dieses Ergeb-
nis war aus den Gewichshausversuchen nicht oder nicht so
eindeutig zu erkennen, da dort die markanten Unterschiede
durch den EinfluB} verschiedener Faktoren der komplexeren
Versuchsanordnungen verwischt wurden, also gewissermafBen
im Rauschen untergingen.[!]

Die Ergebnisse waren fiir das weitere Vorgehen mafige-
bend und fithrten dazu, die Oximether 21 mit Phenoxymethyl-
Seitenkette im weiteren Syntheseprogramm zu favorisieren
und die Selektion der Testsubstanzen fiir die Freilandsaison
1989 auf Derivate des aktiveren Strukturtyps 21 zu kon-
zentrieren. Die zehn Varianten 21b-k sowie das heterocy-
clische Derivat 22 wurden im Freiland getestet. Die Erwar-
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tungen waren hoch, hatten doch bereits in der Freilandsaison
1988 zwei Derivate des am Wirkort schwicher aktiven Typs 20
bemerkenswerte Resultate ergeben. Die Erwartungen wur-
den vollsténdig erfiillt: Alle Varianten des Typs 21 waren im
Freiland mehr oder weniger aktiv, speziell gegen Getreide-
mehltau, aber auch gegen weitere Getreidekrankheiten wie
Spelzenbraune und Netzfleckenkrankheit. Ein Vergleich mit
20b und ¢, den beiden Verbindungen der vorherigen Genera-
tion mit Benzyloxy-Seitenkette, zeigte klar die Uberlegenheit
des neuen Typs 21 unter Freilandbedingungen. Weiterhin
waren bei den Anwendungen gegen Weizenmehltau klare
Wirkungsvorteile der Oximether 21 gegeniiber einigen zum
Vergleich ebenfalls getesteten Enolethern zu erkennen.

Unter den Wirkstoffen des Typs 21 mit herausragender
Aktivitat wurde unter anderem aus Griinden der Wirtschaft-
lichkeit 21b (das spitere Kresoxim-methyl) fiir die weitere
Entwicklung ausgewdihlt; 21b verband in optimaler Weise
eine hohe fungizide Wirkung mit giinstigen Perspektiven fiir
eine kostengiinstige technische Synthese, da fiir den Aufbau
der Seitenkette lediglich das billige GroBprodukt o-Kresol als
Baustein benétigt wird.[%d

21b wurde zunichst unter der Code-Nr. BAS490F, spiter
unter dem Common name Kresoxim-methyl entwickelt und
wiederum im Wettlauf mit Zeneca im Februar 1996 in
Deutschland behordlich zugelassen und am Markt eingefiihrt,
wenige Tage vor der Zulassung von Azoxystrobin. Einzel-
heiten iiber seine biologischen Eigenschaften und die daraus
resultierende Marktpositionierung sind in Abschnitt 5.3 dar-
gelegt.

3.6. Der Einstieg des Shionogi-Teams in die
Strobilurinchemie!®!

Eher zufillig, aus einer ganz anderen Richtung und auf
anderem Weg gelangten Fungizidforscher der Firma Shionogi
zu den Strobilurinen. Dort waren nicht die Naturstoffe
Strobilurin A und Oudemansin A mit ihren vielversprechen-
den biologischen Wirkungen der Ausgangspunkt, sondern
eine vollig andere, ,hauseigene“ Verbindungsgruppe: die
Carbamoylisoxazole 24 (Schema 10)[%! mit fungizider Wir-
kung gegen Reiskrankheiten. Ein Zusammenhang zwischen
diesen Heterocyclen und Strobilurinen ist nicht erkennbar.
Verbindungen des Typs 24 fehlen zwei der fiir Strobilurine
typischen Merkmale: das breite fungizide Wirkungsspektrum
und der charakteristische Wirkungsmechanismus der At-
mungshemmung. Bei der Strukturvariation von 24 verfolgte
das Shionogi-Team mit einer im wesentlichen auf struktur-
chemischen Uberlegungen und der effizienten Umsetzung
von hauseigenem ,,Synthese-Know-how* beruhenden Ge-
dankenkette, neuen Strukturen und biologischen Tests den in
Schema 10 skizzierten Wegl®! und gelangte so zu den Oxim-
etheramiden 26. Die Struktur dieser Verbindungen ist den
Oximether-Strobilurinen bereits so dhnlich (siehe z.B. 4, 20—
23), daB es nicht verwundert, daB das Shionogi-Team durch
systematische Variation schlieBlich zum Verbindungstyp 27
gelangte und dessen biologisches Potential sowie den Zusam-
menhang mit den Strobilurinen von BASF und Zeneca
erkannte. In Kenntnisl®® der Anfang 1988 offengelegten
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24 25
NHR?
26 27

Schema 10. Der bei Shionogi gedanklich verfolgte Weg zu den Oxim-
etheramiden 2763

Oximether-Patentel” ¥ und der iibrigen bis dahin publizier-
ten Strobilurin-Anmeldungen reichte Shionogi eine Patent-
anmeldung(®! ein, deren Kern die allgemeine Struktur 27 ist.
Damit war ein neuer Pharmakophor gefunden: die zu den
Oximethermethylestern isosteren Oximethermethylamide.

Im Verlauf eigener Arbeiten zur Leitstrukturoptimierung
hatte auch das BASF-Team in Abdnderung des Oximether-
Pharmakophors die entsprechenden Amide untersucht —
allerdings erst spit, da die Optimierungen der Seitenkette
wie in Abschnitt 3.5 beschrieben Vorrang hatten.

Als erste und zunéchst einzige Variante des Typs 27 wurde
bei der BASF gezielt die Verbindung 27b mit der in der
Oximetherreihe optimalen Seitenkette von 21b ausgewihlt
und Ende 1989 synthetisiert. Die Ergebnisse der Gewéchs-
haustests waren gut, aber nicht iiberragend. Im Vergleich zu
21b war der I5-Wert von 27b im Hefetest um mehr als das
Zehnfache ungiinstiger. Deswegen und angesichts attraktive-
rer Alternativen erschien es anfédnglich nicht nétig, hier
besondere Priorititen zu setzen — ein gewaltiger Irrtum. Erst
nachdem bei weiteren Derivaten bessere Wirkungen erkenn-
bar waren, wurde Ende 1990, aber immerhin noch vor
Verdffentlichung der Shionogi-Anmeldung® eine entspre-
chende Patentanmeldung der BASF eingereicht.[] Damit gab
es einen weiteren Fall von Patentiiberschneidungen bei den
Strobilurinen.

Die Arbeiten bei Shionogi fithrten schlieBlich zu einem
Entwicklungsprodukt mit der Code-Nr. SSF126[%! (Sche-
ma 11). Es erhielt den vorldufigen Common name Metomi-
nostrobin und wurde 1998 unter dem Handelsnamen Ori-
bright als Fungizid gegen Reiskrankheiten am japanischen
Markt eingefiihrt.

3.7. Der Weg von Novartis zu eigenen Strobilurinen

Dieser Weg erscheint unter vier vollig verschiedenen
Aspekten bemerkenswert:

e Bei Ciba-Geigy hatten Wissenschaftler aus der Pharma-
und Fermentationsforschung im Rahmen von Arbeiten zur
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Schema 11. Das Strobilurin 27a der Shionogi und die erste bei der BASF
synthetisierte Variante 27b mit Oximetheramid-Pharmakophor.

Identifizierung neuer, biologisch aktiver Naturstoffe schon in
den achtziger Jahren Strobilurine isoliert und als fungizid
erkannt,[ aber das Thema zunichst wohl nicht weiter
verfolgt.

o Unabhingig davon hatte eine Arbeitsgruppe fiir Fungi-
zidsynthesen bei der Maag AG, die damals noch als Tochter-
firma zu Hoffmann-La Roche gehorte, offenbar friithzeitig
nach der Veroffentlichung der Zeneca-Basisanmeldung*l zu
den Enolethern eine Liicke in den dortigen Anspriichen
entdeckt, hatte hierzu eigene Arbeiten durchgefiihrt und zum
Jahreswechsel 1988/89 eine eigene Anmeldung einge-
reicht.[?l Die Synthesegruppe der Maag AG ging einschlie3-
lich ihres Patentbesitzes bei einer Firmenakquisition 1990
zunéchst zu Ciba-Geigy und spidter — nach der Fusion mit
Sandoz im Jahre 1996 — zu Novartis iiber: eine gliickliche
Riickkehr der Strobilurine zur ehemaligen Ciba-Geigy ?(°*]

e Den Kern der Maag-Anmeldung!®” bilden die Formeln
28-28b (Schema 12), bei denen eine neue Seitenkette in die
Enolether eingefiihrt wurde — also klassische ,,Me-too*-
Chemie.[® Man mag zwar dariiber streiten, ob die in 28
skizzierte Seitenkette patentrechtlich unangreifbar unter den
Begriff ,,optionally substituted alkyl“ in der Zeneca-Basisan-

Rl
Rz)\\N/O \N/o
Y
O 0]
ANy © 0
-

-

28 28a

28b: R! = CH,;, R? = Heteroaryl

C ~ O
0 ¢]
\N/\
e

Trifloxystrobin
CGA 279202

Schema 12. Strobilurine mit der neuen Oximether-Seitenkette. Die For-
meln 28-28b sind die Kernstrukturen zweier nur um fiinf Wochen
zeitversetzter Patentanmeldungen der Zenecal® und der Maag AG.I7]
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meldung®! fillt oder nicht; jedenfalls steht zweifelsfrei fest,
dal es sich hierbei um einen substituierten Methylrest
handelt. Das Besondere der Strobilurine mit Oximether-
Seitenkette, speziell der Derivate vom Typ 28a, ist ihre etwas
hohere biologische Aktivitdt — auch im Vergleich zu den
bisherigen, bereits optimierten Derivaten mit Phenoxy- und
Phenoxymethyl-Seitenketten (z.B. 27a, b, Schema 11).

e Patentrechtlich fithrte diese Oximether-Seitenkette in
der Folgezeit zu einem kuriosen Durcheinander. Bei Zeneca
hatte man nimlich inzwischen ebenfalls das hohe Potential
dieser Seitenkette erkannt und mit einem Vorsprung von fiinf
Wochen vor Maag eine entsprechende Anmeldung mit
Enolether-Pharmakophor eingereicht.73] Weitere Konkur-
renten beteiligten sich an diesem beinahe grotesken Wettlauf,
ohne dal man zum Zeitpunkt der Anmeldungen voneinander
wuBte.*?l Pltzlich schien alle Welt die Oximether-Seitenkette
zu entdecken. Innerhalb von nur wenig mehr als zwei Jahren
waren acht Anmeldungen von fiinf(!) verschiedenen Firmen
erschienen (Tabelle 2).7 Man erkennt, daB mit dem Auf-

Tabelle 2. Die ersten Patente auf Strobilurine mit Oximether-Seitenkette
(vgl. Formeln 28 -28b, Schema 12).

erstes Patentinhaber Pharmakophor Lit.
Prioritdtsdatum (Anmelder)
21. Nov. 1988 Zeneca (ICI) Enoletherl? [67a]
29. Dez. 1988 Novartis (Maag AG) Enolether [67b]
22. Aug. 1989 Nihon Nohyaku Enolether [67¢]
02. Nov. 1989 Ube Enolether [67d]
05. Juni 1990 Novartis (Maag AG)  Oximetherester!]
Thioenoletherl! [67¢]
27. Juni 1990 BASF Oximetherester!
Oximetheramidel®] [671]
22. Aug. 1990 Zeneca (ICI) Oximetherester [67g]
30. Jan. 1991 Zeneca (ICI) Oximetheramide [67h]

[a] Sieche Formel XII in Schema 6. [b] Siche Formel 23 in Schema 9.
[c] Der Pharmakophor hat die E-konfigurierte Formel
—C(COOCH;)=CHSCH;. [d] Zum Prioritdtsdatum war die Zeneca-An-
meldung iiber Enolether®’ bereits offengelegt (Verdffentlichungsdatum
Mai 1990). Die in der BASF-Anmeldung zunichst miteingereichten
Anspriiche auf Enolether wurden in den Patentpriifungsverfahren weitest-
gehend zuriickgezogen. [e] Siehe Formel 27 in Schema 10.

treten neuer Pharmakophorvarianten zeitlich versetzt auch
die entsprechenden Anmeldungen mit der neuen Oximether-
Seitenkette eingereicht wurden. Fiir Novartis ist die Tatsache
wichtig, daB es dem Maag-Team gelungen war, [l drei
Wochen vor der BASFI!l und elf Wochen vor Zenecal®!
die Kombination von Oximetherester-Pharmakophor und
Oximether-Seitenkette anzumelden. Die Frage nach einer
eventuellen Abhingigkeit der Novartis-Verbindungen
vom ersten, in den allgemeinen Anspriichen sehr breit-
gefalliten Patent von Zeneca zu den Strobilurinen mit
Oximether-Pharmakophor! wurde zugunsten von Novartis
gekldrt, da das Zeneca-Patent(®! kiirzlich von der Be-
schwerdekammer des Européischen Patentamtes widerrufen
wurde. Ein Wirkstoff von Novartis aus dieser Gruppe ist unter
der Code-Nr. CGA279202""1 mit dem Common name
Trifloxystrobin (Schema 12) in fortgeschrittener Entwicklung
und befindet sich in den USA im Zulassungsverfahren.
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4. Struktur-Wirkungs-Beziehungen zur Steuerung
der Leitstrukturoptimierung

4.1. Molekiileigenschaften und Wirkungsvariable

Die Wirkung eines Fungizids unter Praxisbedingungen im
komplexen System Schadpilz/Pflanze/Umwelt wird von einer
Vielzahl hochst unterschiedlicher Faktoren beeinfluBt.? Fiir
die Leitstrukturoptimierung ist es zweckméBig, den Komplex
aus diesen Faktoren und den zugehorigen Molekiileigen-
schaften gedanklich zweizuteilen.[’] Entscheidend ist zum
einen die Affinitdt des Wirkstoffs zum Target-Enzym im
Schadpilz, die bei Strobilurinen primér durch die Stdarke der
Bindung am bc;-Komplex der Atmungskette determiniert
wird. Zum anderen ist fiir die Wirkung in vivo unter Praxis-
bedingungen jedoch ebenso entscheidend, wieviel Wirkstoff
iiberhaupt am Wirkort ankommt. Dafiir ist das biokinetische
Verhalten des Wirkstoffs ausschlaggebend, also diejenigen
Molekiileigenschaften, die Resorption, Transport, Abbau und
gegebenenfalls Ausscheidung bestimmen.

Verdnderungen der Leitstruktur wirken sich nicht nur auf
die Affinitdt des Wirkstoffs zum Target-Enzym, sondern in
vielfaltiger Weise auch auf seine biokinetischen Molekiil-
eigenschaften aus. Dadurch wird letztlich nicht nur die
fungizide Wirkung gegen die Schadpilze in vivo beeinflufit,
sondern auch die Selektivitidt gegeniiber anderen als den
Zielorganismen (z.B. Pflanzen, Nutzinsekten) und das Um-
weltverhalten (z.B. Abbau und Versickerung im Boden,
Verfliichtigung).

Fiir eine rational angelegte Leitstrukturoptimierung ist es
wichtig, all diese EinfluBfaktoren gedanklich zu separieren
und die zugehorigen Molekiileigenschaften und deren Aus-
wirkungen auf die Aktivitdit am Wirkort und die einzelnen
biokinetischen Parameter nach Moglichkeit frithzeitig expe-
rimentell zu ermitteln und fiir die Optimierung der Wirk-
stoffstrukturen hinsichtlich Wirkung und Umweltvertréglich-
keit zu nutzen. Von besonderer Bedeutung fiir Struktur-
Wirkungs-Analysen sind die folgenden, leicht meBbaren
Molekiileigenschaften:

o Der Schmelzpunkt zur Beurteilung der Anflutgeschwin-
digkeit und damit auch der Bioverfiigbarkeit,

o der Dampfdruck als MaB fiir die Fliichtigkeit und die
quasisystemische Mobilitdt (siehe unten) auf der Blatt-
oberfliche,

o Lipophilie und Wasserloslichkeit zur Beurteilung von
Resorptions- und Transportverhalten und

@ die Photostabilitit als ein MaB fiir die Uberlebensdauer
des Wirkstoffs insbesondere unter Freilandbedingungen.

Unter den zu beobachtenden biologischen Effekten sind
die folgenden Einzel- und Summenparameter von besonde-
rem Interesse:["

o Die Aktivitidt auf der Ebene des molekularen Wirkortes.
Fiir die Strobilurine ist dies die Konstante fiir die Bindung
am bc,;-Komplex oder — einfacher meBbar — diejenige
Wirkstoffkonzentration, die zu 50%iger Hemmung einer
entsprechenden Enzympréparation fithrt (der I5-Wert,
z.B. aus dem Test an Hefemitochondrien als Modell-
system,[®) siehe Abschnitt 3.5);
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e die Aktivitit auf der zelluldren Ebene der Zielorganismen,
also beispielsweise die Hemmung der Atmung oder des
Wachstums von Pilzkulturen auf kiinstlichen Ndhrmedien
im Labor;

e die metabolischen Abbaugeschwindigkeiten (Halbwerts-
zeiten) der Wirkstoffmolekiile in pflanzlichen oder pilz-
lichen Zellkulturmodellen oder in ganzen Pflanzen;

e die Wirkstoffmenge auf der Oberfliche des behandelten
Blattes, im seinem Inneren und in unbehandelten Blittern
der Pflanze nach Applikation auf einem bestimmten Blatt
als Funktion der Zeit;

e die Wirkungen an pilzinfizierten Pflanzen im Gewéchs-
haus;

e die fungiziden Wirkungen unter Freilandbedingungen;

e die Wirkungen auf aquatische und terrestrische Nicht-
Zielorganismen im Laborversuch und

@ Abbaugeschwindigkeiten und Versickerungsverhalten im
Boden (Labormodelle).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist wegen des
komplexen Zusammenwirkens von zahlreichen Variablen
besondere Sorgfalt geboten. Haufig lassen sich Struktur-
Wirkungs-Tendenzen nur mit Miihe erkennen oder erahnen.
Da es aus praktischen Griinden kaum moglich ist, alle neuen
Testsubstanzen™! in jeder Testanordnung zu untersuchen,
wurden bei der BASF nur der Hefemitochondrientest und die
Gewichshaustests fiir alle Strobilurine routinemifig durch-
gefiihrt. Aus diesem Grund kommt der sinnvollen und
systematischen Auswahl der Wirkstoffkandidaten fiir die
zuséatzlichen, aufwendigeren Tests besondere Bedeutung zu.

Fiir Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei Strobilurinen in
einigen der genannten Tests auf der Basis von verschiedenen
molekularen Variablen sind mehrere Beispiele publiziert
Worden.[Z& 45a—c, 76]

4.2. Pharmakophorvariationen

Gerade fiir das Auffinden neuer Pharmakophorvarianten
hat sich der Test an Hefemitochondrien als duflerst niitzlich
erwiesen. Um die jeweiligen Resultate gut vergleichen zu
konnen, wurde bei jeder Mefreihe mit dem Enoletherstilben
7a als Standard gearbeitet und der fiir eine Testsubstanz
bestimmte I5,-Wert auf diesen bezogen:

15y (Testsubstanz)
’ Is) (7Ta)

Definitionsgemif ist F=1 fiir 7a. Weiter gilt: Je kleiner F
ist, um so hoher ist die Aktivitdt. Schema 13 gibt einen kleinen
Ausschnitt aus der Fiille der Pharmakophorvarianten und
vermittelt einen Eindruck von Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen, von denen hier nur wenige, aber wesentliche Aspekte
diskutiert werden.[”)

@ Hochst erstaunlich ist die Variationsbreite der Struktu-
ren ohne grundsitzlichen Verlust der Aktivitdt am Wirkort.
Auf dhnlichem Wirkniveau wie die ,klassischen“ Enolether
9b und Oximether 21b liegen der Crotonséureester 30,781 die
Ketone 33 und 34! sowie das N-Methoxycarbamat 40.05%
Auch die Varianten 27b!** %! sowie 41,18 42081 ynd 43/%? und
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Schema 13. Strobilurine mit der Seitenkette von Kresoxim-methyl und
variiertem Pharmakophor. Thre relativen Aktivititen am Wirkort sind
unter den Formeln angegeben, wobei F umgekehrt proportional zur
Aktivitit ist (siehe Text).

die Mandelsiurederivate 44 und 45%3 sind noch bemerkens-
wert aktiv.

e Ein mehr oder weniger drastischer Aktivitdtsabfall tritt
ein, wenn die Substituenten rechts oder links an der Peri-
pherie des Pharmakophors grofer werden (vgl. 31/32 versus
21b). Die optimale Grofe haben offenbar verkiirzte Varian-
ten wie 30 (vgl. 29) oder 40 (vgl. 39). Die E-Konfiguration an
der zentralen Doppelbindung darf nicht ohne negative Folgen
gedndert werden, wie ein Vergleich der F-Werte von (E)-21b
und (Z)-21b zeigt.

o Wie bei den Seitenkettenvarianten (siche Abschnitt 4.3,
Abbildung 3) hiangt auch bei den Pharmakophorvarianten die

Angew. Chem. 1999, 111, 14161438
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Aktivitét deutlich von der Lipophilie des Molekiils ab. Bis zu
einem Optimum von logP,, >4 nimmt die Aktivitit mit
steigender Lipophilie zu. Bei einem Vergleich der isosteren
Ester/Amid-Paare 21b/27b, 40/41 und 44/45 erkennt man, daf
der jeweils um 0.7 log P,,-Einheiten lipophilere Ester ent-
sprechend aktiver ist. Fiir die Bewertung der Aktivitdt von
Pharmakophorvarianten muf3 also auch die Lipophilie des
Gesamtmolekiils beriicksichtigt werden.

e Das einzige essentielle Heteroatom im Pharmakophor
ist das Carbonyl-Sauerstoffatom, das am Wirkort offenbar als
Wasserstoffbriickenacceptor fungiert, oder ein dquivalenter
H-Acceptor. Darauf 148t insbesondere der deutliche Aktivi-
tatsverlust beim Ubergang von C=0 zu C=S (vgl. 21b und 35)
und zu C=CH,["" schlieBen.

e Die Frage, ob die C=O-Bindung relativ zur zweiten
Doppelbindung nach Nordwesten (s-frans-Konformation)
oder nach Siiden (s-cis-Konformation) zeigt, wird durch die
wirksame, cyclisch fixierte Variante 42[3'2] eindeutig zugunsten
der s-trans-Konformation entschieden.

Auch die biophysikalischen und biokinetischen Eigenschaf-
ten der Pharmakophore lieBen einige wichtige Tendenzen
erkennen, die Einfluf3 auf die biologischen Wirkungen haben.

e Die Lipophilie der Pharmakophorvarianten steigt bei
gleichbleibendem Molekiilrest ® (siehe Schema 13) in fol-
gender Reihenfolge: cyclische Variante (wie in 42, log P,,, =
2.3) < Oximetheramid 27b (logP,, =2.8) < Oximetherester
21b (log P, =3.5) < N-Methoxycarbamat 40 (logP,, =3.7)
~ Enolether 9b (logP,,=3.7) < Methylketon 34 (logP,, =
4.0) < Crotonséureester 30 (log P,,, =4.4).

Beim Design neuer Varianten war auch zu beriicksichtigen,
daB sich die Lipophilie des Gesamtmolekiils nicht nur auf die
Aktivitit am mitochondrialen Wirkort auswirkt, sondern
auch einen erheblichen Einfluf} auf die Resorption und das
Transportverhalten hat. Deshalb benétigen z. B. die lipophilen
Crotonsdureester hydrophilere Seitenketten als die per se
hydrophileren Oximetheramide, um einen Lipophiliebereich
zu erreichen, in dem systemischer Transport in Pflanzen
moglich ist (log P,,, < 4).1#

o Auch der Dampfdruck der Verbindungen wird vom
Pharmakophortyp wesentlich mitbestimmt. Bei den stédrker
polaren Oximetheramiden ist er z.B. um mehr als eine
Groflenordnung niedriger als bei den entsprechenden Oxim-
etherestern (21b: 2.3 x 108 hPa; 27b: 7.5 x 10~'° hPa).?®® Da
ein Zusammenhang zwischen Dampfdruck und quasisystemi-
scher Beweglichkeit der Wirkstoffe auf Blattoberfldchen
besteht, ] beeinflut der Dampfdruck die Verteilung von
Strobilurinen auf den zu schiitzenden Pflanzen malgeblich.
Erwiinscht ist in der Praxis — insbesondere nach protektiver
(d.h. vorbeugender) Fungizidapplikation®dl — ein moglichst
gleichméBiger Schutzfilm.

Dariiber hinaus konnte fiir viele Strobilurine gezeigt
werden, daB auch in eher kurativ (d.h. nach erfolgtem
Pilzbefall) angelegtenl®d Freilandversuchen ein Zusam-
menhang zwischen dem Dampfdruck und der Wirkung
gegen Weizenmehltau besteht.®! Da Weizenmehltau ein
Schadpilz ist, der hauptsédchlich auf der Blattoberfldche
wiichst, ist dies verstandlich. Ebenso verstidndlich ist, daB3 ein
entsprechender Zusammenhang beim Weizenbraunrost, der
vorzugsweise innerhalb der Blétter wichst, zumindest in
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kurativen Versuchsanordnungen nicht gefunden werden
konnte.

e Fiir die Abbaugeschwindigkeiten von Strobilurinen im
Boden sowie in pflanzlichen und pilzlichen Zellkulturen sind
ebenfalls allgemeine Tendenzen in Abhéngigkeit vom Phar-
makophor erkennbar. Danach steigen die Abbaugeschwin-
digkeiten in der Reihenfolge: cyclische Variante (Typ 42) <
Oximetheramid <« Enolether < Methoxycarbamat < Croton-
sdureester < Oximetherester. Demzufolge zeichnen sich z. B.
die metabolisch recht stabilen Oximetheramide durch eine
lange Wirkungsdauer im Freiland aus, haben aber auch — dies
ist die Kehrseite der Medaille — im Boden eine entsprechend
hohe Persistenz. Ihre lange Lebensdauer in den behandelten
Kulturpflanzen ist fiir den systemischen Transport ideal.
Demgegeniiber verhindert gerade die rasche Metabolisierung
der Oximetherester zur nahezu inaktiven Carbonsdure (vgl.
37, Schema 13) ausgeprigte systemische Eigenschaften, ge-
wihrleistet andererseits aber auch den erwiinschten, beson-
ders raschen Abbau im Boden; die Halbwertszeiten betragen
dort einige Stunden bis wenige Tage.[3!

4.3. Variation der Seitenkette und der Arenbriicke

Beziiglich des Wirkorts konnten fiir eine Reihe von
Oximethern des Typs 21 klare, quantitative Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen nach einer bilinearen Gleichung ermittelt
werden? 85 (Abbildung 3). Ahnliche Korrelationen wurden

[4,]

log Py =

Abbildung 3. Aktivitdt von Strobilurin-Oximethern 21 am Wirkort in
Abhingigkeit von der Lipophilie des Substituenten X. p/s, ist der negative
dekadische Logarithmus des I5-Wertes aus dem Test an Hefemitochon-
drien. Jeder Punkt reprisentiert eine Variante der Struktur 21.1%¢]

fiir Enolether des Typs 9, Oximetheramide, Crotonsdureester
und Methoxycarbamate abgeleitet.®] Es zeigte sich, daB die
Lipophilie des Gesamtmolekiils — modifiziert durch den
Substituenten X in der Seitenkette — eindeutig die entschei-
dende EinfluBgroBe ist. Signifikante ,,Underperformer” be-
zogen auf die in Abbildung 3 gezeigte Kurve treten dann auf,
wenn die Raumerfiillung der Seitenkette durch bestimmte
Substituenten oder Substitutionsmuster X ein optimales
Andocken am Target nicht mehr zuldRt.
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Der EinfluB von Arenbriicke und Seitenkette auf die
biokinetischen FEigenschaften geht z.B. aus der in Ab-
schnitt 3.4 skizzierten Optimierung des Diphenylethers 13a
zum Azoxystrobin von Zeneca hervor.*2¢l Wesentlich war
dabei die Einfiihrung von Heteroatomen, um die Molekiil-
lipophilie gezielt zu verringern und damit systemischen
Transport bei gleichzeitig moglichst geringer Beeintrichti-
gung der Aktivitdt am Wirkort zu ermoglichen.

Eine dhnliche Funktion haben die Heteroatome in den
bereits in Abschnitt 3.7 erwdhnten Oximether-Seitenketten,
z.B. in Verbindungen des Typs 28a. Bei diesen ist die
Seitenkette gegeniiber den Phenoxymethyl-Seitenketten des
Typs 9 um zwei Atome verlidngert, ohne daf3 die Lipophilie
drastisch ansteigt:®7 log P, betrigt 3.2 fiir 9a und ist fiir 28a
(mit Y =H) mit 3.6 nur wenig groBer. Die Ausweitung dieser
Prinzipien auf Strobilurine mit ,,Doppeloximether“-Seiten-
ketten wie in 46 fithrte zu Derivaten mit vergleichsweise
niedriger Lipophilie (logP,, =3.2 fiir 46a) und sehr guten
Wirkungen in Freilandversuchen.[® %1 Noch hydrophilere
Seitenketten finden sich in 47al (log P, =2.6) und 47b"
(log P, =1.5).

Auch die aus der Fiille der bisher bekanntgewordenen
Derivate mehr oder weniger willkiirlich herausgegriffenen
Verbindungen 48°! und 49 dienen zur Illustration der ohne
grundsétzlichen Aktivitiatsverlust moglichen Variantenvielfalt
(Schema 14).

N \Pre
\O/\ N~
o ~ .0 46a: Ph

R =
SN 46b: R = 4-F-CH,
46¢c: R = CH,
_NH
46
L
o

N/\7/ 47a: X = H, Y = CH

—/ o - o 47b: X = H, Y = N
N7
H
~
47
7 s
~ O Y
@/Q/ i ©/L
0 NS
0 0
c1 0N
_ ~

48 49

Schema 14. Beispiele fiir Strobilurine mit Variationen in Seitenkette und
Arenbriicke.
4.4. Leitstrukturvariation und Kandidaten-Selektion

Im Evolutionsprozef3 einer neuen Wirkstoffklasse — wie
hier der Strobilurine — entsprechen die Leitstrukturvariatio-

nen den Mutationen einer natiirlichen Evolution. Die Selek-
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tion einzelner oder weniger Kandidaten fiir die Weiterent-
wicklung bis zur Marktreife entspricht dann dem ,,survival of
the fittest* (Abbildung 4). Sowohl bei der Variation als auch
bei der Selektion miissen optimale Kompromisse hinsichtlich
aller Wirkstoffeigenschaften gefunden werden. Ergebnisse
aus Studien zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen sind in bei-
den Fillen ein wesentliches, riickkoppelndes Steuerungsele-
ment.

Variation

Struktur-Wirkungs-

Selektion Beziehungen

Freillandtast
Okalogie
Taxikologie
Seleklionsteam

Entwicklungs-
produkt

Abbildung 4. Schematische Darstellung des Evolutionsprozesses bei der
Leitstrukturoptimierung.

Dabei gilt es, die Auswirkungen von Strukturvariationen
innerhalb der einzelnen Molekiilregionen auf die einzelnen
Observablen der verschiedenen Ebenen (z.B. Wirkort, Bio-
kinetik) zu analysieren und insbesondere im Hinblick auf die
Gesamtwirkungen unter Praxisbedingungen verstehen zu
lernen. Hierin liegt primir eine Herausforderung fiir den
Chemiker, der das Syntheseprogramm plant. Nicht minder
entscheidend ist jedoch auch die Beriicksichtigung derartiger
Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei spéteren Selektionspro-
zessen. Hier wie da geht es wegen der komplexen Zusam-
menhénge hiufig weniger um eindeutig ableitbare, zwingende
Konsequenzen, sondern eher um Ermessensentscheidungen
auf der Grundlage ,,weicher* Daten, bloBer Schitzungen oder
ungiinstigstenfalls Spekulationen. Die empirische Sozialfor-
schung hat gezeigt, daf} in solchen Fillen die Bewertungen
und Entscheidungen eines Teams denen der treffsichersten
Einzelpersonen grundsitzlich iiberlegen sind.®! Daher liegt
es nahe, den ,,Leistungsvorteil der Gruppe“l® bei Selektions-
prozessen im Verlauf einer Leitstrukturoptimierung durch
interdisziplindr zusammengesetzte Teams auszuschopfen.

5. Biologische Eigenschaften der Strobilurine
5.1. Bedeutung des Wirkungsmechanismus

Fiir das biologische Wirkungsprofil der Strobilurine ist ihr
Wirkungsmechanismus, die Atmungshemmung, in mehrfa-
cher Hinsicht ausschlaggebend. Da alle Eukaryonten den bc;-
Komplex in der mitochondrialen Atmungskette haben, stellt
sich die Frage, inwieweit sich die Strukturen der bc;-Kom-
plexe verschiedener Spezies auf die Bindungseigenschaften
einzelner Strobilurinvarianten auswirken und damit bereits
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auf Target-Ebene zu einer selektiven Toxizitdt fiihren.
Submolekulare Details hierzu sind aus der Kenntnis der
Kristallstrukturen von bc;-Komplexen bei zunehmend hohe-
rer Auflgsung zu erwarten.> * Die bisher bekannt gewor-
denen Aminosdurensequenzen aus verschiedenen Spezies
weisen im Bereich der Bindungstasche jedenfalls einen hohen
Konservierungsgrad auf.’* ®I An submitochondrialen Enzym-
priaparationen aus mehreren Spezies (Pilze, Stubenfliege,
Ratte, Mais) konnte mit 14 Strobilurinen und Myxothiazol
gezeigt werden, daB3 auf dieser wirkortnahen Ebene keine
wesentlichen Beitridge zur Speziesselektivitit zu erwarten
sind.?% %1 Dagegen beruht das natiirliche Vorkommen von
Pilzspezies, die gegen bc,-Inhibitoren resistent sind, offenbar
auf Mutationen des bc;-Komplexes, die das Andocken von
Strobilurinen in der Bindungstasche verhindern.!

Das Auftreten resistenter Phytopathogene, in denen dhn-
liche Mutationen vorliegen, kann demzufolge a priori nicht
ausgeschlossen werden. Ob und inwieweit dies unter dem
Selektionsdruck fortgesetzter Strobilurinbehandlungen in der
landwirtschaftlichen Praxis von Bedeutung fiir die Entwick-
lung gravierender Resistenzen gegen die Strobilurine sein
wird, kann nur die Felderfahrung der kommenden Jahre
zeigen. [

5.2. Physiologische Konsequenzen des
Wirkungsmechanismus

Der Wirkungsmechanismus der Atmungshemmung fiihrt
dazu, daB auf biochemischer Ebene die an die Atmungskette
gekoppelte Bildung von ATP unterbunden wird. Physiolo-
gisch resultiert daraus eine besonders ausgepriagte Hemmung
von stark energie-, d.h. atmungsabhédngigen Wachstumspro-
zessen. Hierzu gehort neben dem Wachstum von Tumorzell-
linien insbesondere die Sporenkeimung von Pilzen. Mit dem
Strobilurin BAS490F konnte fiir mehrere Pilzspezies gezeigt
werden, da$} die vollstdndige Hemmung ihrer Sporenkeimung
bei erheblich niedrigeren Wirkstoffkonzentrationen (Fakto-
ren zwischen 10 und 10000) eintritt als die 50%ige Hemmung
des Mycelwachstums der gleichen Spezies.®! Da unter den
Eukaryonten Sporenkeimung fast ausschlieBlich bei Pilzen
auftritt,” ist eine auch fiir die praktische Anwendung
entscheidende Selektivitdt und therapeutische Breite auf
physiologischer Ebene gegeben.

5.3. Wirkungsprofile und Anwendungen von
Strobilurinen

Aufgrund der hohen Sensibilitdt der pilzlichen Sporenkei-
mung gegeniiber Strobilurinen haben diese generell, beson-
ders bei frithzeitiger protektiver Anwendung, ein bemerkens-
wert breites Wirkungspotential gegen nahezu alle Phytopa-
thogene. Bei der praktischen Anwendung als Agrarfungizide
hingen die erzielbaren Spitzenwirkungen und die 6kologi-
schen Effekte allerdings erheblich von den biophysikalischen
und biokinetischen Eigenschaften der einzelnen Wirkstoffe
ab.
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o Kresoxim-methyl zeichnet sich in dieser Hinsicht be-
sonders durch zwei Eigenschaften aus: Der noch mef3bare
Dampfdruck des Wirkstoffs (2.3 x 10-8 hPa) und seine relativ
hohe Lipophilie (logP,, =3.5) ermdglichen Verteilungspro-
zesse zwischen den lipophilen wachsbeschichteten Oberfla-
chen von Pflanzen und der unmittelbar dariiber befindlichen
Gasphase der Grenzschichten (,,boundary layers*). Obgleich
Kresoxim-methyl wegen seiner biokinetischen Eigenschaften
nicht fiir den systemischen Transport innerhalb von Pflanzen
geeignet ist (siche Abschnitt 4.2), fiihrt die Diffusion in die
Gasphase zu Migrations- und Verteilungsprozessen auf der
Pflanzenoberfliche und damit zu einer quasisystemischen
Beweglichkeit.”®! Die zweite herausragende Eigenschaft ist
der rasche metabolische Abbau zur praktisch unwirksamen
Carbonsiure in Nicht-Zielorganismen. Er 146t zwar einerseits
den systemischen Transport in Pflanzen nicht zu, fiihrt jedoch
andererseits zu erhohter Selektivitdt und giinstigem 6kologi-
schem Profil.[54

In der praktischen Anwendung zeichnet sich Kresoxim-
methyl — insbesondere bei protektivem Einsatz — durch ein
breites Wirkungsspektrum gegen zahlreiche Phytopathogene
aus.’®l Spitzenwirkungen — auch bei kurativer Anwendung
nach einer Infektion — werden gegen den auf Blattoberflichen
wachsenden Getreidemehltau sowie gegen Apfelschorf be-
reits bei Aufwandmengen unter 125 gha! erzielt. Fiir die
Praxis von Bedeutung sind die insbesondere im Getreidean-
bau erzielbaren Ertragssteigerungen, die das aufgrund der
rein fungiziden Wirkungen zu erwartende Ausmal deutlich
iibersteigen.[*”

Kresoxim-methyl wird in Handelsprodukten wie Discus (in
Japan als Stroby vertrieben) als Einzelwirkstoff besonders fiir
den Obstanbau, als Brio und Mentor im Gemisch mit dem
BASF-Aminfungizid Fenpropimorph zur Bekdmpfung von
Getreidemehltau sowie in der Dreier-Mischung mit Fenpro-
pimorph und dem BASF-Triazolfungizid Epoxiconazol unter
dem Namen Juwel Top als Getreide-Breitbandfungizid ein-
gesetzt. Die Mischungen dienen zum einen der Erweiterung
des Wirkungsprofils, zum anderen der Vorbeugung gegen die
Entwicklung moglicher Resistenzen.

@ Azoxystrobin hat deutlich andere biophysikalische und
biokinetische Eigenschaften und ein anderes, teilweise kom-
plementires Wirkungsspektrum.*e 1% Sein Dampfdruck ist
erheblich niedriger (1.1 x 10-'2 hPa bei 25°C), die Wirkung,
z.B. gegen Getreidemehltau, demzufolge nur méBig. Der
langsamere metabolische Abbau in Pflanzen und die relativ
niedrige Lipophilie (logP,,=2.5) ermdglichen den systemi-
schen Transport in den behandelten Pflanzen. Unter Handels-
namen wie Amistar, Bankit oder Heritage wird es gegen eine
Vielzahl von Phytopathogenen in zahlreichen landwirtschaft-
lichen Kulturen eingesetzt.

e Metominostrobin hat eine noch niedrigere Lipophilie
(logP,,=2.3) als Azoxystrobin und eine ca. 20fach hohere
Wasserloslichkeit.?% 1 Durch die Oximetheramidgruppe ist
eine besonders hohe metabolische Stabilitdt des Pharmako-
phors gegeben. Der Wirkstoff wird nach Applikation auf die
Wasseroberfliche von Reisfeldern oder auf die Erde von
Setzlingskésten iliber die Wurzeln aufgenommen, systemisch
transportiert und bekédmpft aus dem Inneren der Reispflanzen
heraus die Schadpilze.'" Er wird insbesondere gegen den
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Reisbrand Pyricularia oryzae und andere Reiskrankheiten
unter dem Handelsnamen Oribright in Japan eingesetzt.

o CGA279202 (Trifloxystrobin) hat wie Kresoxim-methyl
den Oximetherester als Pharmakophor. Verglichen mit Kres-
oxim-methyl hat es eine hohere Lipophilie (logP,,=4.5),
einen vergleichbaren Dampfdruck (3.4 x 10-® hPa) und 4hn-
liche Transport- und Verteilungseigenschaften. Es soll unter
dem Handelsnamen FLINT gegen eine Reihe von Pilzkrank-
heiten in verschiedenen landwirtschaftlichen Kulturen ein-
gesetzt werden.["!]

6. Industrielle Strobilurinsynthesen

Eine zusammenfassende Darstellung beschreibt die be-
kannten Verfahren zum Aufbau der Enolether-, Oximether-
und Oximetheramid-Pharmakophore sowie Palladium-kata-
lysierte Kupplungen kompletter Pharmakophore an die iiber-
briickende Areneinheit in o-Position zur bereits vorhandenen
Seitenkette.[*l Schliisselschritte einer eleganten Synthese
von Kresoxim-methyl sind die in alkalischem Milieu irrever-
sible Lactonring6ffnung des Phthalids mit Kresolat und die
Pinner-Reaktion eines Acylcyanids beim anschlieBenden
Aufbau des Pharmakophors.® 1% In einer interessanten
Synthesevariante fiir Trifloxystrobin erfolgt die Kupplung
von Seitenkette und Pharmakophor gleichzeitig mit dem
Aufbau der Arenbriicke iiber eine Diels-Alder-Reaktion.['%]

7. Wirtschaftliche Bedeutung, Zusammenfassung
und Ausblick

Bereits heute zeichnet sich ab, daB3 die Stoffklasse der
Strobilurine eine der bedeutendsten Produktinnovationen im
Pflanzenschutz ist.

Dementsprechend forschen inzwischen nahezu alle bedeu-
tenden Unternehmen, die sich mit dem Pflanzenschutz be-
schiftigen, auf diesem Gebiet; bis heute wurden hierzu
insgesamt iiber 500 internationale Patentanmeldungen von
mehr als 20 Firmen und Forschungsinstituten offengelegt
(Abbildung 5 und Lit. [45¢]). Weltweit diirften in der Indu-
strie bisher — vorsichtig geschitzt — weit tiber 30000 Stro-
bilurinanaloga synthetisiert worden sein.

Der fiir Fungizide neuartige Wirkungsmechanismus, der
auf der Hemmung der Zellatmung von Schadpilzen beruht, ist
im Hinblick auf Resistenzerscheinungen gegeniiber etablier-
ten Fungiziden von Vorteil. Er ist auch die Ursache fiir eine
besonders hohe Sensitivitdt der stark atmungsabhédngigen
pilzlichen Sporenkeimung gegeniiber diesen Wirkstoffen und
triagt damit zur selektiven Wirkung gegen Pilze als Zielorga-
nismen bei — ein entscheidender Faktor fiir die generell sehr
gute Umweltvertraglichkeit der Strobilurine.

Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums, der langen
Wirkungsdauer, der hohen Wirksamkeit bei gleichzeitig
niedriger Dosierung und ihrer ausgezeichneten Umweltver-
triglichkeit setzen die Strobilurine neue MaBstébe bei der
Pilzbekdmpfung. Sie leisten damit einen wesentlichen Beitrag
zum integrierten Pflanzenschutz. Die Anwender in der land-
wirtschaftlichen Praxis nehmen die Innovation begeistert
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Abbildung 5. Zahl der veroffentlichten internationalen Strobilurin-Patent-
anmeldungen in den Jahren 1986—1997.

auf.'™ Entsprechend hoch sind die Schitzungen fiir das
kiinftige Marktpotential. Die Umsétze fiir das Jahr 2006 —
zehn Jahre nach Markteinfithrung der beiden ersten Stro-
bilurine Kresoxim-methyl und Azoxystrobin — diirften insge-
samt, d.h. unter Einbeziehung aller noch zu erwartenden
Produkte des internationalen Wettbewerbs, weltweit zwei
Milliarden Mark iibertreffen; das sind annihernd 20% des
Fungizid-Weltmarktes. Damit diirften die Strobilurine — wenn
keine unerwarteten kontraproduktiven Resistenzerscheinun-
gen auftreten — in nicht zu ferner Zukunft den ersten Platz im
Markt einnehmen, den zur Zeit noch die Triazole als grof3te
fungizide Stoffklasse besetzen.

Die Geschichte der Strobilurinforschung ist in vielerlei
Hinsicht auch eine Geschichte angewandter Chemie: Sie zeigt
die Evolution einer neuen Wirkstoffklasse. Diese Story mag
an- oder aufregend wirken; sie ist voll von Impulsen und
Ergebnissen, wie man sie sich als Forscher wiinscht, aber auch
voll von Irrungen, Wirrungen, Enttduschungen und immer
noch offenen Fragen. Neben den Naturstoffleitstrukturen
vom Strobilurintyp sollte man wohl auch dies als Geschenk
der Natur betrachten.

Im Sinne des eben Gesagten gebiihrt der Natur Dank. Unser
ganz besonderer Dank gilt jedoch vor allem den wissenschaft-
lich engagierten Kollegen und Mitarbeitern unserer Arbeits-
gruppen, die im Text sowie in den Anmerkungen und Litera-
turzitaten genannt sind.

Eingegangen am 16. Oktober 1998 [A308]
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kristalline Wirkstoffdepots hoherschmelzender Verbindungen auf

den Versuchspflanzen abgelagert haben. Dagegen kann ein lang-
sames, aber kontinuierliches Anfluten unter Freilandbedingungen
durchaus zu einer besonders guten Wirkung am Ende eines Versuchs
fithren. Ein weiterer Faktor, der im Freiland zu besseren Ergebnissen
als im Gewichshaus fithren kann, ist ein besonders langsames

»Abfluten” (d.h. der Abfall der verfiigbaren Konzentration) auf-

grund einer hohen Biostabilitdt als individueller Substanzeigen-

schaft. c) Siehe Tabelle 1. Sie enthélt unter anderem Korrelationen
von Wirkungsrangfolgen aus Gewéchshaus- und Freilandtests.

Diese fiir die Fungizidforschung anscheinend besonders gravierende

Problematik riickte gerade bei der Leitstrukturoptimierung der

Strobilurine zunehmend ins BewufBtsein und fiihrte bei der BASF zu

einem intensiven Uberdenken der Vorgehensweise bei der Selektion

von Wirkstoffen fiir Freilandtests. H.S. dankt den beteiligten

Kollegen fiir zahlreiche interdisziplindre Diskussionen hierzu und

insbesondere der Leiterin der biologischen Fungizidforschung der

BASF, G. Lorenz, fiir hilfreiche Unterstiitzung und kliarende Bei-

trége.

Bei Nutzung des unterschiedlichen Jahreszeitenrhythmus von nérd-
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[38] Wir danken E. H. Pommer fiir die Uberlassung der Ergebnisse der
Freilandtests.

[39] S. Siegel, Nonparametric Statistics for the Behavioral Sciences,
McGraw-Hill, New York, 1956, S. 202 -213. Bezogen auf Tabelle 1
gilt fir den Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten r, folgende
Formel:
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Fiir die Bedeutung von Ry und R siehe Tabelle 1; n ist die Zahl der
Verbindungen, deren Testergebnisse miteinander korreliert werden.
Bei gleichen Rangpldtzen innerhalb der Spalten wurde r, gemif
Formel 9.4 auf S. 207 des oben zitierten Buches korrigiert.
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werden, dafl photochemische Cyclisierungen von 1,3,5-Hexatrienen
nicht nur zu Dihydrophenanthrenen fiihren, sondern unter
Einbeziehung der Enolether-Doppelbindung des Pharmako-
phors bevorzugt einen anderen Verlauf nehmen (siche hierzu
Lit. [45a,b]).

M. J. Bushell, K. Beautement, J. M. Clough, P. DeFraine, V. M.
Anthony, C.R. A. Godfrey (ICI), EP-A 178826, 1984 (Prioritit:
19.10.1984, 20.12.1984, veroffentlicht am 23.4.1986).

Die Latenzzeit zwischen Einreichen (Prioritdtsdatum) und Verof-
fentlichung einer Européischen Patentanmeldung betrédgt achtzehn
Monate. Nach dem Prioritdtsdatum einer eigenen Anmeldung muf3
der Einreicher also achtzehn Monate warten, bevor er sicher sein
kann, daf ihm kein Konkurrenzpatent zuvorgekommen ist.

Ein Kollege bemerkte scherzhaft, lediglich bei Wasserstoff habe
man!*!! den Zusatz ,,optionally substituted“ vergessen.

a) Im Text wird nur noch von Zeneca die Rede sein, auch wenn - je
nach Zeitpunkt — ICI korrekter wire. b) 1992/1993 wurde die Firma
ICI in zwei eigenstdndige Unternehmen geteilt. Der Bereich Chemie
firmierte weiter als ICI, der Bereich ,,Life Sciences“ wurde ausge-
gliedert und firmiert seither als Zeneca.

Aus dem Team der Zeneca kommen mehrere exzellente Ubersichts-
artikel zu den Strobilurinen. Lit. [45¢] (sieche unten) gibt dariiber
hinaus einen Uberblick iiber den historischen Ablauf der gesamten
Strobilurinforschung. a) ,Fungicidal A-methoxyacrylates: From
natural products to novel synthetic agricultural fungicides*: K.
Beautement, J. M. Clough, P.J. de Fraine, C. R. A. Godfrey, Pestic.
Sci. 1991, 31, 499-519. b) ,,Fungicidal S-methoxyacrylates: From
natural products to novel synthetic agricultural fungicides*: J. M.
Clough, P. J. de Fraine, T. E. M. Fraser, C. R. A. Godfrey, ACS Symp.
Ser. 1992, 504, 372-383; c) ,,Role of Natural Products in Pesticide
Discovery. The -Methoxyacrylates“: J. M. Clough, A. D. Evans, P. J.
de Fraine, T. E. M. Fraser, C. R. A. Godfrey, D. Youle, ACS Symp.
Ser. 1994, 551,37-53; d) ,,Fungicidal f-Methoxyacrylates. N-Linked
Pyrroles: K. Beautement, J. M. Clough, P.J. de Fraine, C. R. A.
Godfrey, ACS Symp. Ser. 1995, 584, 326—342; e) ,,The Strobilurin
Fungicides“: J. M. Clough, C. R. A. Godfrey in Fungicidal Activity
(Hrsg.: D. H. Hutson, J. Miyamoto), Wiley, Chichester, 1998, S. 109 —
148.

Einer von uns (T.A.) erhielt einen Bericht der ICI Plant Protection
Division (Evaluation of Oudemansin for antifungal and antibacterial
activity, January 1984) von der Deutschen ICI GmbH.

J. M. Clough, I.T. Kay (ICI), EP-A 178808, 1984, (Prioritit:
18.10.1984, 23.5.1985).

a) P. DeFraine, B.K. Snell, J. M. Clough, V.M. Anthony, K.
Beautement (ICI), EP-A 206523, 1985 (Prioritdt: 18.8.1985,
17.4.1986); b) J. M. Clough, C. R. A. Godfrey (ICI), EP-A 212859,
1985 (Prioritit: 22.08.1985).

a) Der Transport von gelosten Substanzen im Inneren hoherer
Pflanzen erfolgt im wesentlichen in zwei separaten Systemen. Im
normalerweise rasch flieBenden Transpirationsstrom des Xylems
(Leitbiindelsystem von der Wurzel bis zu den Blattspitzen) kénnen
beispielsweise von der Wurzel aufgenommene Mineralstoffe auf-
wirts (akropetal) in Richtung Blattspitze transportiert werden. Der
Transport in die Gegenrichtung (basipetal) ist nur innerhalb des
pflanzlichen Phloemsystems (Siebréhren) moglich. Er ist z. B. fiir den
Transport von Assimilaten vom Ort ihrer Biosynthese in den
Blittern abwirts in Richtung Blattscheide oder Stengel essentiell.
Siehe: H. Mohr, P. Schopfer, Pflanzenphysiologie, Springer, Berlin,
1992, S. 487 -517. b) Fiir die systemische Verteilung von Xenobiotika
(z.B. Fungiziden) nach Blattapplikation ist in der Regel als erster
Schritt die Penetration von der Blattoberfliche ins Blattinnere durch
die Wachsschicht der Cuticula in die wiBrigen Phasen von Xylem
oder Phloem nétig. Dieser biophysikalische Vorgang entspricht im
wesentlichen dem Verteilungsprozel zwischen drei Phasen: einer
duferen wilrigen oder gasformigen Phase, der lipophilen Cuticula
und dem wiBrigen Pflanzensaft im Inneren. Dementsprechend gibt
es einen optimalen Bereich fiir die Lipid/Wasser-Verteilungskoef-
fizienten der Wirkstoffe, die nidherungsweise den Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten (P,,) entsprechen. Fiir Fungizide, die iiber
die Blatter appliziert werden, werden log P,,,-Werte von ca. 2-4 als
optimal angesehen. Siehe hierzu: ,,Principles of uptake and systemic
transport of fungicides within the plant“: F. Jacob, S. Neumann in

(50]

[51]

[52]

(53]

(54]

55]

[56]

[57)

(58]

(59

[60]

[61]

[62]

63]

[64]

Modern Selective Fungicides (Hrsg.: H. Lyr), Longman Scientific &
Technical, Essex, 1987, S. 13 - 30. ¢) Fiir den effizienten Transport von
Xenobiotika im pflanzlichen Xylem ist eine ausreichende Wasser-
loslichkeit erforderlich. Sie sollte im allgemeinen >10mgL™!
betragen (korreliert mit logP,,-Werten <4). Bei hochaktiven
Wirkstoffen konnen im Einzelfall allerdings auch geringere Wasser-
16slichkeiten geniigen, um makroskopisch zu systemischen Wirkun-
gen zu fithren - trotz sehr geringer transportierter Wirkstoffmengen.
d) Die Voraussetzung fiir einen effizienten basipetalen Transport von
Xenobiotika im Phloem ist (im Unterschied zu dem im Xylem) eine
nochmals deutlich erhohte Wasserloslichkeit. Da es sich um einen
ProzeB mit niedriger Transportgeschwindigkeit handelt, muf} eine
geniigend lange Verweildauer im Phloem gegeben sein. Dies ist dann
der Fall, wenn der Wirkstoff selbst eine besonders hohe Wasser-
loslichkeit (vorzugsweise >10 gL', korreliert mit log P,,-Werten
<0) aufweist und/oder wenn der Wirkstoff als acide Verbindung im
leicht alkalischen Milieu des Phloems (pH 7.4 -8.7) iiberwiegend als
Anion vorliegt (dies ist bei pK,-Werten <5 der Fall). Siehe hierzu
Lit. [49b] sowie: D. A. Kleier, Pestic. Sci. 1994, 42, 1-11. e) Die
teilweise gegensitzlichen physikalischen Voraussetzungen fiir das
Penetrieren der Cuticula einerseits und den Transport in den
wiBrigen Systemen der Pflanze andererseits fithren dazu, daB sich
hochlipophile Wirkstoffe (log P, >4) kaum fiir einen systemischen
Transport eignen. Dagegen bewirkt eine sehr niedrige Lipophilie
(log P,,, < 0), daB die Wirkstoffe nicht mehr gut durch die Cuticula
penetrieren konnen und gegebenenfalls auf anderen Wegen ins
Pflanzeninnere gelangen und/oder spezielle Formulierungszusitze
benotigen. Siehe hierzu: P.J. G. Stevens, E. A. Baker, N. H. An-
derson, Pestic. Sci. 1988, 24,31 -53; E. A. Baker, A. L. Hayes, R. C.
Butler, Pestic. Sci. 1992, 34, 167 —182. f) Selbstverstédndlich ist fiir den
systemischen Transport aulerdem eine geniigend hohe metabolische
Stabilitdt des jeweiligen Wirkstoffs im Pflanzensystem Vorausset-
zung, um dort eine hinreichend lange Lebensdauer zu gewéhrleisten.
V.M. Anthony, J. M. Clough, P. DeFraine, C. R. A. Godfrey (ICI),
EP-A 242070, 1986 (Prioritét: 17.4.1986, 22.1.1987).

V.M. Anthony, J. M. Clough, P. DeFraine, C. R. A. Godfrey, P.J.
Crowley, K. Anderton (ICI), EP-A 243012, 1986 (Prioritit:
17.4.1986, 26.1.1987).

C.R. A. Godfrey, 1. Streeting, R. Cheetham (ICI), EP-A 382375,
1989 (Prioritdt: 10.2.1989).

V.M. Anthony, J. M. Clough, P. DeFraine, C.R. A. Godfrey, I
Ferguson, P. Crowley, M. G. Hutchings (Zeneca), EP-A 242081, 1986
(Prioritdt: 17.4.1986, 23.12.1986).

Der log P,,,-Wert fiir 13a betrégt 3.3, fiir 13b 5.1,14 fiir 19 2.5.14%¢]
Bekanntlich wichst aber, wo Gefahr ist, das Rettende auch (nach
Friedrich Holderlin, Patmos).

,Itzt ist es nicht mehr mit Murren und Verwiinschen getan. (...) Ein
verzweifeltes Ubel will eine verwegene Arznei.* (Friedrich Schiller,
Die Verschwirung des Fiesco zu Genua, 4. Aufzug, 6. Auftritt).

B. Wenderoth, C. Rentzea, E. Ammermann, E. H. Pommer, W.
Steglich, T. Anke (BASFAG), EP-A 253213, 1986 (Prioritit:
16.7.1986).

V. M. Anthony, J. M. Clough, C. R. A. Godfrey, T. E. Wiggins (ICI),
EP-A 254426, 1986 (Prioritit: 18.7.1986).

H.S. dankt F. Rohl fiir die Etablierung und Automatisierung dieses
Tests, fiir zuverldssige und kompetente Priifung tausender Stro-
bilurinvarianten sowie fiir die rasche Riickmeldung der Testergeb-
nisse und ihre Bewertung.

Zum Testsystem siche: a) F. Rohl, H. Sauter, Biochem. Soc. Trans.
1994, 22, 63S; b) Lit. [28].

Zur grundsitzlichen Bedeutung biochemischer Testmodelle fiir die
Leitstrukturfindung und -optimierung siehe z.B.: J. Dancer, A.
Schulz, T. Peine, K. Wright, Pestic. Outlook 1998, 9(3), 36— 41, zit. Lit.
Zur Synthese siehe Abschnitt 6.

a) ,,Phenoxyphenyl alkoxyiminoacetamides. New broad spectrum
fungicides*: Y. Hayase, T. Kataoka, M. Masuko, M. Niikawa, M.
Ichinari, H. Takenaka, T. Takahashi, Y. Hayashi, R. Takeda, ACS
Symp. Ser. 1995, 584, 343 -353; b) M. Masuko, Annu. Rep. Shionogi
Res. Lab. 1997, 47,33 -57.

Y. Hayase, T. Kataoka, H. Takenaka, M. Ichinari, M. Masuko, T.
Takahashi, N. Tanimoto (Shionogi), EP-A 398692, 1989 (Prioritit:
17.5.1989, 29.12.1989).

Angew. Chem. 1999, 111, 14161438
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[65] S. Brand, E. Ammermann, G. Lorenz, H. Sauter, K. Oberdorf, U.
Kardorff, C. Kiinast (BASF AG), EP-A 477631, 1990 (Prioritit:
22.9.1990).

[66] a) A. Fredenhagen, A. Kiihn, H. H. Peter, V. Cuomo, U. Giuliano, J.
Antibiot. 1990, 43, 655-660; b) A. Fredenhagen, P. Hug, H. H. Peter,
J. Antibiot. 1990, 43, 661 —667.

[67] a) P.J. de Fraine, A. Martin (Zeneca), EP-A 370629, 1988 (Prioritat:
21.11.1988, 9.3.1989); b) H. P. Isenring, S. Trah, B. Weiss (Hoffmann-
La Roche), WO-A 90/07493, 1988 (Prioritdt: 29.12.1988); c) K.
Tsubata, N. Nijno, E. Endo, Y. Yamamoto, H. Kanno
(Nihon Nohyaku), EP-A 414153, 1989 (Prioritit: 22.8.1989);
d) M. Watanabe, T. Tanaka, H. Kobayashi, S. Yokoyama
(Ube), EP-A 426460, 1989 (Prioritat: 2.11.1989, 27.2.1990);
e) H.P. Isenring, B. Weiss (Ciba-Geigy), EP-A 460575, 1990
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