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Verfahren zum Identifizieren von fungizid wirksamen Verbindunﬁen basierend auf

Isopentenylpyrophosphat-Isomerasen

- Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, die Verwendung

von ipilzlicher Isopentenylpyrophosphat-Isomerase zum Identifizieren von Fungiziden, und die

Verwendung von Inhibitoren der Isopentenylpyrophosphat-Isomerase als Fungizide.

Unerwiinschtes Pilzwachstum, das in der Landwirtschaft jedes Jahr zu betrichtlichen Schiden
fihrt, kann durch die Verwendung von Fungiziden kontrolliert werden. Die Anspriiche an

Fungizide sind dabei hinsichtlich ihrer Wirksamkeit, Kosten und vor allem ihrer Umwelt-

 vertriglichkeit stetig angestiegen. Es existiert deshalb ein Bedarf an neuen Substanzen bzw.

Substanzklassen, die zu leistungsfihigen und umweltvertraglichen neuen Fungiziden entwickelt

" werden kénnen. Im Aligemeinen ist es lblich, in Gewichshaustests - nach solchen neuen

Leitstrukturen zu suchen. Solche Tests sind jedoch arbeitsintensiv und teuer. Die Anzahl der

Substanzen, die im Gewichshaus getestet werden -konnen, ist entsprechend begrenzt. Eine

_Alternative zu solchen Tests ist die Verwendung von sogenannten Hochdurchsatzverfahren
“(HTS = high throughput screening). Dabei werden in einem automatisierten Verfahren eine grofie
_ Anzahl von Einzelsubstanzen hinsichtlich ihrer Wirkung auf Zellen, individuelle Genprodukte

-oder Gene getestet. Wird fiir bestimmte Substanzen eine Wirkung nachgewiesen, so kénnen diese

in herkdmmlichen Screeningverfahren untersucht und gegebenenfalls weiter entwickelt werden.

Vorteilhafte Angriffspunkte fiir Fungizide werden oft in essentiellen Biosynthesewegen gesucht.

Ideale Fungizide sind weiterhin solche Stoffe, die Genprodukte hemmen, die eine entscheidende

Bedeutung bei der Auspragung der Pathogenitit eines Pilzes haben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen geeigneten neuen Angriffspunkt fiir
potentielle fungizide Wirkstoffe zu identifizieren und zuginglich zu machen, und ein Verfahren
zur Verfugung zu stellen, das die Identifizierung von Modulatoren dieses Angriffspunkts ermdg-

licht, die dann als Fungizide verwendet werden kénnen.

Die Isopentenylpyrophosphat-Isomerase (EC 5.3.3.2), auch bekannt als Isobentenylpyrophosphat-
A-Isomerase, Isopentenyl-Diphosphat-A-Isomerase, oder Methylbutenylpyrophosphat-Isomerase,
katalysiert die Isomerisierung der Kohlenstoff-Doppelbindung von Isopentenylpyrophosphat (IPP),

wobei Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) (Abbildung 1) entsteht.

Die Isopentenylpyrophosphat-Isomerase - im Folgenden auch als IPP-Isomerase oder IPPI ab-

gekiirzt - katalysiert damit einen essentiellen Schritt- der Isoprenoid-Biosynthese mit mehr als

23000 bekannten Metaboliten. Der Syntheseweg ist in allen Organismen beschrieben und stellt
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dabei unterschiedliche Stoffklassen zur Verfiigung. Dazu gehéren die Sterole, die Carotinoide, die
Dolichole, die Ubichinone und prenylierte Proteine. Die IPP-Isomerase katalysiert den kritischen
Aktivierungsschritt im Syntheseweg, der Isopentenylpyrophosphat (IPP) in das stark elektrophile
Isomer Dimethyl-allyl-diphophat (DMAPP) umwandelt. IPP und DMAPP sind Substrate fiir -

Prenyltransferasen, die Polyisoprenoid Ketten synthetisieren.

In S.cerevisiae (einem Ascomyceten) konnte gezeigt werden, dass das entsprechende Gen IDI1

essentiell ist und im Genom nur einmal vorkommt. (Mayer et al. 1992).

Der Isoprenoid Stoffwechselweg kommt in allen Organismen vor und erzeugt eine Vielzahl von
kleinen, meist lipophilen Stoffen, die eine Reihe wichtiger Funktionen erfiillen. Eine hervor-
ragende Rolle spielen dabei die Sterole, Bestandteile eukariotischer Membranen und Hormone, die
Carotene, Photorezeptoren beim Sehen und bei der Photosynthese, Coenzyme bei der Atmung, die
Héutungshormone bei Insekten, sowie die Cytokinine, Hormone bei Pflanzen. Isoprenoide werden

in zwei verschiedenen Phasen synthetisiert. Die erste Phase der Synthese ist der schrittweise

_Aufbau von Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A aus drei Molekiilen Acetyl-CoA. Dies wird durch

HMG-CoA Reduktase zu Mevalonat reduziert und wird in einer Reihe weiterer Reaktionen zu
Squalen kondensiert. An zentraler Stelle dieser ersten Phase steht die IPP—Isomérase, die sowohl
das Isopentenyl-phyrophosphat als auch das Dimefhylallyl-phyroph,osphat zur Verfligung stellt
(Wouters et al., 2003). Diese beiden Verbindungen werden weiter in einer Kopf zu Schwanz
Reaktion zu Geranyl-diphosphat kondensiert. Dies kann &an;g im Stoffwechsel je nach Organismus

zu unterschiedlichen Produkten weiter verarbeitet werden. Fiir Pilze ist dabei die Synthese von

. Sterolen von essentieller Bedeutung.

Die IPP-Isomerase ist bereits aus einer Reihe von Pilzen bekannt (siche dazu auch Abbildung 2). .

Dazu gehoren z.B. S: cerevisiae, S. pombe etc.

IPP-Isomerasen sind durch spezifische Motive auf Aminoséureebene gekennzeichnet und kénnen
unter anderem anhand dieser Motive identifiziert werden. So konnte durch gezielte Mutagenese in
Hefe gezeigt werden, dass zwei Aminosduren eine essentielle Bedeutung haben. Es handelt sich
um die Aminoséduren Cys und Gln in den Positionen 139 und 207 (S. cerevisiae, sieche auch Abb.

2), eingebettet in die Sequenzen CCSH bzw. HEIDY (Street et al. 1994, Wouters et al, 2003).

Gene fiir die IPP-Isomerase wurden aus verschiedenen Organismen kloniert, darunter auch aus

verschiedenen Hefen wie Saccharomyces cerevisiae (Swissprot Accession No.: P15496),
Schizosaccharomyces pombe (Swissprot Accession No.: Q10132), und Phaffia rhodozyma
(Swissprot Accession No.: 042641). Die Sequenzihnlichkeiten sind innerhalb der eukaryontischen

Klassen signifikant.
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Weiterhin war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung neue Angriffspunkte von Fungiziden in
Pilzen, insbesondere in phytopathogenen Pilzen, zu identifizieren und ein Verfahren zugénglich zu
machen, in denen Inhibitoren eines solchen Angriffspunktes bzw. Polypeptids identifiziert und auf
ihre fungiziden Eigenschaften hin gepriift werden kénnen. Aufgabe der vorliegenden Erfindung
war es daher zu priifen, ob die IPP-Isomerase des pflanzenpathogenen Basidiomyceten U.maydis
ebenfalls ein essentielles Gen ist und deren Entfernung zu nicht lebensfahigen Sporen fiihrt, und
die IPP-Isomerase aus pflanzenpathogenen Pilzen als ein Target fir Fungizide grundﬁéitz]ich

geeignet ist.

Die Aufgabe wurde geléét, indem aus einem phytopathogenen Pilz, U. maydis, die fir IPP-
Isomerase kodierende Nukleinsaure (ipil) isoliert, das davon kodierte Polypeptid (IPI1) gewonnen
und ein Verfahren zur Verfiigung gestellt wurde, mit dem Inhibitoren dieses Enzyms bestimmt
werden konnen. Die mit diesem Verfahren identifizierten Inhibitoren konnen tatsdchlich in vivo

gegen Pilze eingesetzt werden.
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Beschreibung der Abbildungen

Abbildung 1:

~ Abbildung 2:

10  Abbildung 3:

15

Abbildung 4:
20

SEQ ID NO:1
25

SEQ ID NO: 2

"Eluierte Fraktionen mit 1M Imidazol; 19 = Cytoplasmafraktion; 20

Schematische Darstellung _der _von der [PP-Isomerase katalysierten Iso-

merisierung des Isopentenylpyrophosphats zu Dimethylallylpyrophosphat.

Vergleich der bekannten IPP-Isomerase Proteine aus Pilzen und phyto-

pathogenen Pilzen (UM = U. maydis; PC = P. chrysosporium;, IDI1 =

S. cerevisiae; ADL = A. gossypii; 1dil = S. pombe; MG = M. grisea; CA =
C. albicans; AN = A.. nidulans; FG = F. graminis; NC = N. crassa; PHYSO =
P. soyae; PHYTRA = P. ramorum). Bereiche mit Identitit bzw. hoher

Homologie sind grau unterlegt

12% Bis-TriS-SDS Gel zur Darstellung der heterologen Expression von

U.maydis 1PP-Isomerase in E.coli.

1+18 = Marker; 2-13 = Eluierte Fraktionen mit 250mM Imidazol; 14-17

I

Membranfraktion; 21 = Durchfluss; 22+23 = 1. und 2. Waschfraktion; 24
Gepoolte Fraktionen Nr. 6,7,8,9

Sporenanalyse der ipi-knock-out Stimme. Kandidaten-Sporen wurden auf

Medium (PD-Medium) ohne (1A-4A, PD/Hyg-Medium) und mit Selektion

1B-4B ausgestrichen. Ist das ausgeschaltete Gen essentiell, diirfen auf PD/Hyg
Medium keine Sporen -wachsen, wenn alle Sporen haploid sind. Immer wieder
kommt es vor, das diploide Sporen als Kandidaten ausgesucht werden. Deshalb
wurden in allen Fillen bei denen Sporen auf PD/Hyg-Medium wuchsen, diese
mit Hilfe einer PCR-Analyse untersucht. Es wurde gezeigt, dass diese Sporen

diploid waren, also noch eine Kopie des ipi-Wildtyp-Gens enthielten.

Nukleinsiuresequenz kodierend fiir die Isopentenylpyrophosphat-Isomerase aus

Ustilago maydis.

Aminosiuresequenz der Isopentenylpyrophosphat-Isomerase aus Ustilago

maydis.
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Definitionen

Unter dem Begriff "Homologie" bzw. "Identitét" soll die Anzahl der iibereinstimmenden Amino-
sduren (Identitit) mit anderen Proteinen, ausgedriickt in Prozent verstanden werden. Bevorzugt
wird die Identitit durch Vergleiche einer gegebenen Sequenz zu anderen Proteinen mit Hilfe von
Computerprogrammen ennittélt. Weisen Sequenzen, diev miteinander verglichen werden, unter-
schiedliche Langen auf, ist die Identitiit so zu ermitfeln, dass die Anzahl an Aminosiuren, welche
die kiirzere Sequénz mit der liangeren Sequenz gemeinsam hat, den prozentualen Anteil der
Identitét bestimmt. Die Identitit kann standardmaBig mittels bekannten und der Offentlichkeit zur
Verfligung stehenden Computerprogrammen wie z.B. ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids
Research 22 (1994), 4673-4680) ermittelt werden. ClustalW wird z.B. 6ffentich zur Verfiigung
gestellt von Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und Toby ‘Gibson
(Gibson@EMBL-Heidelberg.DE), European Molecular Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D
69117 Heidelberg, Germany. ClustalW kann ebenfalls von verschiedenen Internetseiten, u.a. beim

IGBMC (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 Illkirch

 Cedex, France; ftp:/ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/) und beim EBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/)

sowie bei allen gespiegelten Internetseiten des EBI (European Bioinformatics Institute, Wellcome
Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK), heruntergeladen werden. Wenn' das
ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt wird, um die Identitit zwischen z.B. einem
gegebenen Referenzprotein und anderen Proteinen zu bestimmen, sind folgende Parameter
einzustéllen: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10,
GAPEXTEND=0.05, GAPDIST=8, MAXDIV=40, MATRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF),
NOPGAP, NOHGAP. Eine Moglichkeit zum Auffinden von &dhnlichen Sequenzen ist die
Durchﬁihfung von Sequenzdatenbankrecherchen. Hierbei wird eine oder werden mehrere
Sequenzen als sogenannte Abfrage ("query") vorgegeben. Diese Abfragesequenz wird dann mittels
statistischen Computerprogrammen mit Sequenzen, die in den ausgewihlten Datenbanken
enthalten sind, verglichen. Solche Datenbankabfragen ("blast searches") sind dem Fachmann be-
kannt und kénnen bei verschiedenen Anbietern durchgeﬁjhrt werden. Wird eine solche Daten-
bankabfrage zB. beim NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrt, so sollen die Standardeinstellungen, die fiir die
jeweilige Vergleichsanfrage vorgegeben sind, benutzt werden. Fiir Proteinsequenzvergleiche
("blastp™) sind dieses folgende Einstellungen: Limit entrez = nicht aktiviert; Filter = low
complexity aktiviert; Expect value = 10; word size = 3; Matrix = BLOSUM62; Gap costs:
Existence = 11, Extension = 1. Als Ergebnis einer solchen Abfrage werden neben anderen
Parametern auch der Anteil an Identitidt zwischen der Abfragesequenz und den in den Datenbanken
aufgefundenen dhnlichen Sequenzen dargestellt. Unter einem erfindungsgemifBen Protein sollen

daher im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung solche Proteine verstanden werden, die
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bei der Verwendung mindestens einer der vorstehend beschriebenen Methoden zur Identitétsbe-
stimmung eine Identitit von mindestens 70 % aufweisen, bevorzugt von mindestens 75 %,
besonders bevorzugt von mindestens 80 %, weiter bevorzugt von mindestens 85 %, und

insbesondere von mindestens 90 %.

Der Ausdruck "vollstindige IPP-Isomerase" wie er hierin verwendet wird, beschreibt eine IPP-
Isomerase, die von einer vollstindigen kodierenden Region einer Transkriptionseinheit kodiert
wird, umfassend ein ATG-Startcodon und umfassend alle informationstragenden Exonbereiche des
im Herkunftsorganismus vorliegenden, fiir eine IPP-Isomerase kodierenden Gens, sowie die fiir

eine korrekte Termination der Transkription nétigen Signale.

Der Ausdruck "biologische Aktivitit einer IPP-Isomerase" wie er hierin verwendet wird, bezieht
sich auf die Fahigkeit eines Polypeptids, die vorstehend beschriebene Reaktion, d.h. die Isomeri-
sierung der Kohlenstoff-Doppelbindung von Isopentenylpyrophosphat und Dimethylallylpyro-

phosphat zu katalysieren.

" Der Ausdruck "aktives Fragment" wie er hierin verwendet wird, beschreibt nicht mehr vollstindige

Nukleinsduren kodierend fiir IPP-Isomerase, die aber noch fiir Polypeptide mit der biologischen
Aktivitdt einer IPP-Isomerase kodieren, und die eine fiir die IPP-Isomerase charakteristische
Reaktion wie vorne beschrieben katalysieren kénnen. Solche Fragménte sind kliirzcr als die oben
beschriebenen vollstdndigen, fiir die IPP-Isomerase kodierenden Nukleinsiuren. Dabei konnen
sowohl Aan den 3'- und/oder 5°-Enden der Sequenz Nukleinsduren entfernt worden sein, es kénnen
aber auch Teile der Sequenz deletiert, d.h. entfernt worden sein, die die biologische Aktivitit der
IPP-Isomerase nicht entscheidend beeintrachtigen. Eine geringere oder gegebenenfalls auch eine
erhdhte Aktivitdt, die aber noch die Charakterisierung bzw. Verwendung des resultierenden IPP-
Isomerase Fragments gestattet, wird dabei als ausreichend im Sinne de_s hier verwendeten Aus-
drucks verstanden. Der Ausdruck "aktives Fragment" kann sich ebepso auf die Aminoséiuresc‘aquenz
der IPP-Isomerase beziehen und gilt dann analog den obigen Auéﬁihrungen fiir solche Polypeptide,
die im Vergleich zur oben definierten vollstindigen Sequenz bestimmte Teile nicht mehr enthalten,
wobei die biologische Aktivitit des Enzyms jedoch nicht entscheidend beeintrichtigt ist. Die

Fragmente konnen dabei verschiedene Lange besitzen.

Die Begriffe "IPP-Isomerase-Hemmtest" oder "Hemmtest " wie sie hierin verwendet werden,
beziehen sich auf ein Verfahren bzw. einen Test, der es gestattet, die Inhibition der enzymatischen
Aktivitat eines Polypeptids mit der Aktivitdt einer IPP-Isomerase durch eine oder mehrere
chemische Verbindungen (Kandidatenverbindung(en)) zu erkennen, wodurch die chemische

Verbindung als Inhibitor der IPP-Isomerase identifiziert werden kann.
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Der Ausdruck "Gen", wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung fiir einen Abschnitt aus

dem Genom einer Zelle, der fiir die Synthese einer Polypeptid-Kette verantwortlich ist.

Der Ausdruck "Fungizid" bzw. "fungizid" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf
chemische Verbindungen, die zur Bekdmpfung von human-, tier- und pflanzenpathogenen Pilzen,
insbesondere von pﬂanzenpéthogenen Pilzen geeignet sind. Solche pflanzenpathogene Pilze

werden nachfolgenden genannt, wobei die Aufzihlung nicht abschlieBend ist:

Plasmodiophoromycetes, Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidio-

mycetes und Deuteromycetes, z.B.

Pythium-Arten, wie ’beispielsweisel Pythium ultimum, Phytophthora-Arten, wie beispielsweise
Phytophthora infestans, Pseudoperonospora-Arten, wie beispielsweise Pseudoperonospora humuli
oder Pseudoperonospora cubensis, Plasmopara-Arten, wie beispielsweiée Plasmopara viticola,
Bremia-Arten, wie beispielsweise Bremia lactucae, Peronospora-Arten, wie beispielsweise

Peronospora pisi oder P. brassicae, Erysiphe-Arteh, wie beispielsweise Erysiphe graminis,

‘Sphaerotheca-Arten,  wie beispielsweise Sphaerotheca fuliginea, Podosphaera-Arten, wie

beispielsweise Podosphaera leucotricha, Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis,
Pyrenophora-Arten, wie beispielsweise Pyrenophora teres oder P. graminea (Konidienform:
Drechslera, Syn: Helminthosporium), Cochliobolus-Arten, wie beispiélsvweise Cochliobolus sativus
(Konidienform: Drechslera, Syn: Helminthosporium); Uromyces-Arten, wie beispielsweise
Uromyc'es appendiculatus, Puccinia-Arten, wie beispielsweise Puccinia recondita, Sclerotinia-Arten,
wie beispielsweise Sclerotinia sclerotiorum, Tilletia-Arten, wie beispielsweise Tilletia caries;
Ustilago-Arten, wie beispielsweise Ustilago nuda oder Ustilago avenae, Pellicuiaria—Arten, wie
beispielsweise Pellicularia sasakii, Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricularia oryzae,
Fusarium-Arten, wie beispielsweise Fusarium culmorum, Botrytis-Arten, Septoria-Arten, wie
beispielsweise Septoria nodorum, Leptosphaeria-Arten, wie beispielsweise Leptosphaeria no;iorum, :
Cercospora-Arten, wie beispielsweise Cercospora canescens, Alternaria-Arten, wie beispielsweise
Alternaria brassicae  oder Pseudocercosporella-Arten, wie beispielsweise Pseudocercosporella

herpotrichoides.

Von besonderem Interesse sind z.B. auch Magnaporthe grisea, Cochliobulus heterostrophus,

Nectria hematococcus and Phytophtora species.

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe der erfindungsgemdBen IPP-Isomerasen aus pflanzen-
pathogenen Pilzen gefunden werden, kénnen aber auch mit IPP-Isomerase aus humanpathogenen
Pilzspezies interagieren, wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vor-

kommenden IPP-Isomerasen nicht immer gleich stark sein muss.
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Gegenstand der vorliegenden Erfindungen ist deshalb auch die Verwendung von Inhibitoren der
IPP-Isomerase zum Herstellen von Mitteln zur Behandlung von durch humanpathogene Pilze

hervorgerufenen Erkrankungen.

Dabei sind die folgenden humanpathogenen Pilze von besonderem Interesse, die die nachfolgend

genannten Krankheitsbilder hervorrufen kénnen:

Dermatophyten, wie z.B. Trichophyton spec., Microsporum spec., Epidermophyton floccosum oder

Keratomyces ajelloi, die z.B. FuBmykosen (Tinea pedis) hervorrufen,

Hefen, wie zB. Candida albicans, die Soor-Osophagitis und Dermatitis hervorruft, Candida
glabrata, Candida krusei oder Cryptococcus neoformans, die z.B. pulmonale Cryptococcose und

auch Torulose hervorrufen kénnen,

Schimmelpilze, wie z.B. Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, die z.B. bronchopulmonale

Aspergillose oder Pilzsepsis hervorrufen, Mucor spec., Absidia spec., oder Rhizopus spec., die z.B.

. Zygomykosen (intravasale Mykosen) hervorrufen, Rhinosporidium seeberi, der z.B. chronische

granulomattse Pharyngitis und Tracheitis hervorruft, Madurella myzetomatis, der z.B. subkutane
Myzetome hervorruft, Histoplasm& capsulatum, der z.B. retikuloendotheliale Zytomykose und M.
Darling hervorruft, Coccidioides immitis, der z. B. pulmonale Coccidioidomykose und Sepsis her-
vorruft, Paracoccidioides brasiliensis, der z.B. brasilianische Blastomykose hervorruft,
Blastomyces dermatitidis, der z.B. Gilchrist-Krankhei; und nordamerikanische Blastomykose
hervorruft, Loboa loboi, der z.B. Keloid-Blastomykose und Lobo's Krankheit hervorruft, und

Sporothrix schenckii, der z.B. Sporotrichose (granulomatdse Hautmykose) hervorruft.

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer aus einem bestimmten Pilz, hier aus Ustilago maydis,
gewonnenen IPP-Isomerase gefunden werden, kénnen also auch mit IPP-Isomerase aus anderen
zahlreichen Pilzspezies, gerade auch mit pflanzenpathogenen Pilzen interagieren, wobei die
Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden IPP-Isomerase nicht immer
gleich stark sein muss. Dies erkldrt unter anderem die beobachtete Selektivitdt der an diesem

Enzym wirksamen Substanzen.

Der Ausdruck "homologer Promotor", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf einen
Promotor, der im Ursprungsorganismus die Expression des betreffenden Gens kontrolliert. Der
Ausdruck "heterologer Promotor", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf einen Promotor,
der andere Eigenschaften als derjenige Promotor aufweist, der im Ursprungsorganismus die

Expression des betreffenden Gens kontrolliert.
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Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Eigenschaft der
Verbindungen, mit anderen, gegebenenfalls zu identifizierenden Verbindungen um die Bindung an
der IPP-Isomerase zu kompetitieren und diese vom Enzym zu verdringen bzw. von dieser

verdréngt zu werden.

Der Ausdruck "Inhibitor" bzw. "spezifischer Inhibitor", wie er hierin gebraucht wird, bezeichnet
eine Substanz, die direkt eine enzymatische Aktivitit der IPP-Isomerase inhibiert. Ein solcher
Inhibitor ist vorzugsweise "spezifisch”, d.h. er inhibiert gezielt die IPP-Isomerase-Aktivitit bei
einer Konzentration die niedriger ist als die Konzentration eines Inhibitors, die bendtigt wird, um
einen anderen, damit nicht verbundenen Effekt hervorzurufen. Vorzugsweise ist die Konzentration
zweifach niedriger, insbesondere bevorzugt flinffach niedriger und ganz besonders bevorzugt
zumindest zehnfach oder 20fach niedriger als die Konzentration einer Verbindung, die zum

Hervorrufen eines unspezifischen Effekts benétigt wird.

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt einen Oberbegriff fiir Inhibitoren

..und Aktivatoren dar. Modulatoren konnen kleine organisch-chemische Molekiile, Peptide oder

Antikorper sein, die an die erfindungsgemifen Polypeptide binden bzw. die deren Aktivitat
beeinflussen. Weiterhin kénnen Modulatoren kleine organisch-chemische Molekiile, Peptide oder
Antikorper sein, die an ein Molekiil bindeh, welches wiederum an die erfindungsgemilien

Polypeptide bindet, und dadurch deren biologische Aktivitdt beeinflusst. Modulatoren konnen

- natlirliche Substrate und Liganden darstellen oder strukturelle oder funktionelle Mimetika davon.

Bevorzugt handelt es sich beim Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, jedoch um

solche Molekiile, die nicht die natiirlichen Substrate bzw. Liganden darstellen.
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Beschreibung der Erfindung

In der vorliegenden Erfindung wird zum ersten Mal die vollstindige Sequenz einer IPP-Isomerase
aus dem pflanzenpathogenen Pilz Ustilago maydis zur Verfiigung gestellt, die die weitere
Erforschung von IPP-Isomerasen insbesondere aus pflanzenpathogenen Pilzen und damit die Er-

schlieBung eines neuen Zielproteins fiir die Identifizierung neuer fungizider Wirkstoffe erméoglicht.

Die Forschung an der IPP-Isomerase beschrankte sich bislang in erster Linie auf deren
pharmakologische Bedeutung (Cheng und Oldfield, 2004; Thompsom et al, 2002;Rohdich et al.
2004). Dabei sind durchaus auch Inhibitoren dieses Enzyms bearbeitet worden, die eine
pharmazegtische Anwendung finden sollen. Inhibitoren der IPP-Isomerase wie natiirliche

Inhibitoren oder Analoga des Ubergangszustandes des Substrats der IPP-Isomerase -sind

- beschrieben worden (Wouters et al., 2003).

Trotz der umfangreichen Forschung an der IPP-Isomerase war bislang dennoch unbekannt, dass

die IPP-Isomerase in Pilzen ein Zielprotein (ein so genanntes "Target") fungizid wirksamer

~ Substanzen sein kann. Damit wird in der vorliegenden Erfindung zum ersten Mal gezeigt, dass die

IPP-Isomerase ein insbesondere fiir Pilze wichtiges Enzym darstellt und deshalb in besonderem

‘Malle dazu geeignet ist, als Zielprotein fiir die Suche nach weiteren und verbesserten fungizid

wirksamen Wirkstoffen verwendet zu werden.

Inhibitoren der IPP-Isomerase mit einer fungiziden Wirkung wurden bisher nicht beschrieben. Es
ist zwar bekannt, dass das Enzym in S. cerevisiae essentiell ist (Mayer et al. 1992). Allerdings
nimmt keine der Veréffentlichungen Stellung zu der Frage, ob das pilzliche Enzym IPP-Isomerase,
insbesondere in pﬂaﬁzenpathogenen Pilzen, durch Wirkstoffe beeinflusst, z.B. inhibiert werden
kann, und ob die Bekdmpfung von Pilzen, insbesondere von pflanzenpathogenen Pilzen, in vivo
mit einem die IPP-Isomerase modulierenden Wirkstoff moglich ist. Die IPP-Isomerase -wurde
damit als Zielprotein fir Fungizide bislang noch nicht beschrieben. Es sind keine Wirkstoffe be-

kannt, die eine fungizide Wirkung aufweisen und deren Wirkort die IPP-Isomerase ist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte nun gezeigt werden, dass die IPP-Isomerase bei
pflanzenpathogenen Pilzen ein Angriffspunkt oder "Target" fiir fungizide Wirkstoffe sein kann, die
Inhibition der IPP-Isomerase also zur Schidigung oder zum Absterben des Pilzes fithren kdnnte.
So wurde im pflanzenpathogenen Pilz Ustilago maydis ein fiir eine IPP-Isomerase kodierendes
Gen gemdfl SEQ ID NO:1 identifiziert (ipi!). Der Knock-out dieses Gens erwies sich als letal. Es
konnten keine lebensfahigen Knock-out Sporen von U. maydis erhalten werden. In weiteren
Versuchen, die auf die Zuginglichkeit der IPP-Isomerase fiir Wirkstoffe in vitro und auch in vivo

gerichtet waren, konnte das Enzym IPP-Isomerase weiter als ein Polypeptid bestimmt werden, das
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zum Identifizieren von Modulatoren bzw. Inhibitoren seiner enzymatischen Aktivitit in geeigneten
Testverfahren verwendet werden kann, was bei verschiedenen theoretisch interessanten Targets

nicht selbstverstindlich gegeben ist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde deshalb ein Verfahren entwickelt, das geeignet ist,
die Aktivitit der IPP-Isomerase sowie die Hefnmung dieser Aktivitdt in einem so genannten
Hemmtest zu bestimmen, auf diese Weise Inhibitoren des Enzyms z.B. in HTS- und UHTS-
Verfahren zu identifizieren und deren fungizide Eigenschaften zu priifen. Im Rahmen der
vorliegenden Erfindung wurde auch gezeigt, dass die Inhibitoren der IPP-Isomerase aus Pilzen als

Fungizide verwendet werden kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde weiter gefunden, dass die IPP-Isomerase -auch in
vivo durch Wirkstoffe inhibiert werden kann und ein mit diesen Wirkstoffen behandelter pilzlicher
Organismus durch die Behandlung mit diesen Wirkstoffen geschédigt und abgetotet werden kann.

Die Inhibitoren einer pilzlichen IPP-Isomerase konnen also als Fungizide im Pflanzenschutz oder

_als Antimykotika in Pharmaindikationen verwendet werden. In der vorliegenden Erﬁndﬁng wird

beispielsweise gezeigt, dass die Hemmung der IPP-Isomerase mit einer in einem erfindungs-
gemiflen Verfahren identifizierten Substanzen zum Absterben der behandelten Pilze in

synthetischen Medien bzw. auf der Pflanze fiihrt.

Die IPP-Isomerase kann aus verschiedenen pflanzenpathogenen oder auch aus human- oder tier-
pathoge‘nen Pilzen gewonnen werden, z.B. aus Pilzen wie dem pflanzenpathogenen Pilz U. maydis.
Zur Herstellung der IPP-Isomerase aus Pilzen kann das Gen z.B. rekombinant in Escherichia coli
exprimiert und aus E. coli Zellen eine Enzympriparation hergestellt werden (Beispiel 1).
Bevorzugt werden IPP-Isomerasen aus pflanzenpathogenen Pilzen verwendet, um im
Pﬂanzenséhutz einsetzbare Fungizide zu identifizieren. Ist das Ziel die Identifizierung von
Fungiziden bzw. Antimycotika, die in ‘Pharmaindikationen verwendet werden sollen, em\pﬁehlt

sich der Einsatz von IPP-Isomerasen aus human- bzw. tierpathogenen Pilzen.

So wurde fiir die Expression des von ipil kodierten Polypeptids IPI1 aus U. maydis der zugehérige
ORF mittels PCR nach dem Fachmann bekannten Methoden iiber ausgewéhlte Primer amplifiziert.
Die entsprechende DNA wurde in den Expressionsvektor pET21b kloniert, so dass das IPII-
Protein mit einem Hiss-Tag exprimiert wird. Zur Expression der IPI1 wurde das Plasmid in E.coli

BL21(DE3) transformiert und das Polypeptid gemaB Beispiel 1 gewonnen.

In der vorliegenden Erfindung wird damit auch eine vollstdndige genomische Sequenz eines

pflanzenpathogenen Pilzes kodierend fiir eine IPP-Isomerase zur Verfligung gestellt, und deren
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Verwendung bzw. die Verwendung des davon kodierten Polypeptids zur Identifizierung von

Inhibitoren des Enzyms beschrieben.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch die fiir ein Polypeptid mit der
enzymatischen Funktion einer IPP-Isomerase kodierende Nukleinsdure gemidB SEQ ID NO:1 aus

dem Pilz Ustilago maydis.

Aufgrund der Homologien (sieche auch Abb. 2), die bei speziesspezifischen Nukleinsduren
kodierend fir IPP-Isomerasen vorliegen, konnen auch IPP-Isomerasen aus anderen pflanzen-
pathogenen Pilzen identifiziert und verwendet werden, um die oben gestellte Aufgabe zu ‘lc'isen,
d.h. sie konnen ebenfalls zum Identifizieren von Inhibitoren einer IPP-Isomerase verwendet.
werden, welche wiederum als Fungizide im Pflanzenschutz verwendet werden konnen. Es ist
jedoch auch denkbar einen anderen Pilz, der nicht pflanzenpathogen ist, bzw. dessen IPP-
Isomerase oder die dafiir kodierende Sequenz zu verwenden, um fungizid wirkende Inhibitoren der

IPP-Isomerase zu identifizieren. Aufgrund der hier angegebenen Sequenz gemif SEQ ID NO: 1

~und eventuell davon abgeleiteten Primern sowie gegébenenfalls unter Zuhilfenahme der in

Abbildung 2 darg'estellten'Konsensussequenzabschnitte, insbesondere der vorstehend genannten
(Aminoséiure-)Sequenzabschnitté »CCSH* und ,HEIDY®, ist es dem Fachmann méglich, z.B.
mittels PCR  weitere fiir IPP-Isomerasen kodierende Nukleinsduren aus anderen
(pflanzenpathogenen) Pilzen zu erhalten und zu identifizieren oder vorliegende Nukleinsiure- bzw.
Aminosduresequenzen zuzuordnen. Solche Nukleinsiﬁrén und deren Verwendung in Verfahren
zum Identifizieren von fungiziden Wirkstoffen werden als von der vorliegenden Erfindung umfasst

betrachtet.

Mit Hilfe der . erfindungsgemiflen Nukleinsduresequenz sowie gemiB den vorstehend
beschriebenen Verfahren erhaltene Sequenzen aus anderen pflanzenpathogenen Pilzen konnen
weitere fiir eine IPP-Isomerase kodierende Nukleinsduresequenzen aus anderen Pilzen identifiziert

werden.

Gegenstand der vorliegehden Erfindung sind daher Nukleinséduren aus pﬂanzenpathogerien Pilzen,
die fiir ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitit einer IPP-Isomerase kodieren, insbesondere

Polypeptide, die das vorstehend beschriebene Motiv umfassen.

Bevorzugt sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung Nukleinsduren aus den vorstehend unter
Defintionen genannten pflanzenpathogenen Pilzspezies, die fiir ein Polypeptid mit der

enzymatischen Aktivitit einer [PP-Isomerase kodieren.



10

15

20

25

30

WO 2006/128593 PCT/EP2006/004758

-13-

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist insbesondere bevorzugt die fiir die IPP-Isomerase aus
Ustilago maydis kodierende Nukleinsdure mit der SEQ ID NO:1 sowie die fiir die Polypeptide
gemilB SEQ ID NO:2 oder aktive Fragmente davon kodierenden Nukleins4uren.

Bei den erfindungsgemafen Nukleinsiuren handelt es sich insbesondere um einzelstringige oder
doppelstrangige Desoxyribonukleinsduren (DNA) oder Ribonukleinsiuren (RNA). Bevorzugte
Ausfiihrungsformen sind Fragmente genomischer DNA, und ¢cDNAs.

Besonders bevorzugt umfassen die erfindungsgemédBen Nukleinsduren eine Sequenz aus
pflanzenpathogenen Pilzen kodierend fiir ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitit einer

IPP-Isomerase ausgewdhlt aus
a) einer Sequenz gemif SEQ ID NO: 1,

b) Sequenzen, die fiir ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosduresequenz gemifl SEQ

ID NO: 2 umfasst,

c) Sequenzen, welche an die unter a) und b) definierten Sequenzen bei -einer

Hybridisierungstemperatur von 42-65°C hybridisieren,

d) Sequenzen, welche eine zumindest 80 %ige, bevorzugt zumindest 85 %ige und besonders
bevorzugt eine zumindest 90 %ige Identitét mit den unter a) und b) definierten Sequenzen

aufweisen, und
e) Sequenzen, welche zu den unter a) bis d) definierten Sequenzen komplementir sind.

Wie bereits vorstehend ausgefiihrt, ist die vorliegende Erfindung nicht nur auf die IPP-Isomerase
aus Ustilago maydis beschrankt. In analoger und dem Fachmann bekannter Weise kénnen auch aus

anderen Pilzen, vorzugsweise aus pflanzenpathogenen Pilzen, Polypeptide mit der Aktivitit einer

IPP-Isomerase gewonnen werden, die dann z.B. in einem erfindungsgemifen Verfahren eingesetzt

werden kénnen. Bevorzugt wird die IPP-Isomerase aus Ustilago maydis verwendet.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin DNA-Konstrukte, die eine er-

findungsgemafle Nukleinsdure und einen homologen oder heterologen Promotor umfassen.

Die Auswahl von heterologen Promotoren ist davon abhingig, ob zur Expression pro- oder
eukaryotische Zellen oder zellfreie Systeme verwendet werden. Beispiele fiir heterologe
Promotoren sind der 35S Promoter des Blumenkohlmosaikvirus fiir pflanzliche Zellen, der
Promoter der Alkoholdehydrogenase fiir Hefezellen, die T3-, T7- oder SP6-Promotoren fiir

prokaryotische Zellen oder zellfreie Systeme.



10

15

20

25

30

WO 2006/128593 PCT/EP2006/004758

-14-

Bevorzugt sollten pilzliche Expressionssysteme wie z.B. das Pichia pastoris-System verwendet
werden, wobei hier die Transkription durch den Methanol induzierbaren AOX-Promotor ange-

trieben wird.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ferner Vektoren, die eine erfindungsgemifie
Nukleinsdure, eine erfindungsgemiBe regulatorische Region oder ein erfindungsgemifes DNA-
Konstrukt enthalten. Als Vektoren kénnen alle in molekularbiologischen Laboratorien verwendete
Phagen, Plasmide, Phagmide, Phasmide, Cosmide, YACs, BACs, kiinstliche Chromosomeh oder

Partikel, die fiir einen Partikelbeschuss geeignet sind, verwendet werden.

Bevorzugte Vektoren sind z.B. die p4XXprom. Vektorserie (Mumberg et al., 1995) fiir Hefezellen,
pSPORT-Vektoren (Fa. Life Technologies) fiir bakterielle Zellen, oder den Gateway Vektoren (Fa.
Life Technologies) fiir verschiedene Expressionssysteme in bakteriellen Zellen, Pflanzen, P.

pastoris, S. cerevisiae oder Insektenzellen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Wirtszellen, die eine erfindungsgemilfie

‘Nukleinszure, ein- erfindungsgemiBes DNA-Konstrukt oder einen erfindungsgemifBlen Vektor

enthalten.

‘Der Ausdruck "Wirtszelle", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf Zellen, die natiir-

licherweise die erfindungsgemaRen Nukleinsiuren nicht enthalten.

Als Wirtszellen eignen sich sowohl prokaryotische Zellen, vorzugsweise E. coli, als auch
eukaryotische Zellen, wie Zellen von Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Insekten,

Pflanzen, Froschoozyten und Zelllinien von Siugern.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Polypeptide mit der biologischen Aktivitat

einer IPP-Isomerase, die von den erfindungsgemiBen Nukleinsauren kodiert werden.

Bevorzugt umfassen die erfindungsgemifien Polypeptide eine Aminosiuresequenz aus pflanzen-

pathogenen Pilzen ausgewihlt aus

(a) der Sequenz gemif SEQ ID NO:2,

(b) Sequenzen, welche eine zumindest 80 %ige, bevorzugt eine zumindest 85 %ige, besonders
bevorzugt eine 90 %ige und insbesondere bevorzugt eine 95 %ige Identitdt mit der unter a)

definierten Sequenz haben,

(©) Fragmenten der unter a) oder b) angegebenen Sequenzen, welche die gleiche biologische

Aktivitdt aufweisen wie die unter a) definierte Sequenz.
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Der Ausdruck "Polypeptide", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf kurze Amino-
saureketten, die gewdhnlich als Peptide, Oligopeptide oder Oligomere bezeichnet werden, als auch
auf lingere Aminosdureketten, die gewohnlich als Proteine bezeichnet werden. Er umfasst
Aminosaureketten, die entweder durch natiirliche Prozesse, wie posttranslationale Prozessierung,
oder durch chemische Verfahren, die Stand der Technik sind, modifiziert sein kdnnen. Solche
Modifikationen kénnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einem Polypeptid vorkommen,
wie beispielsweise am Peptid-Riickgrat, an der Aminosiure-Seitenkette, am Amino- und/oder am
Carboxy-Terminus. Sie umfassen beispielsweise Acetylierungen, Acylierungen, ADP-Ribosy-
lierungen, Amidierungen, kovalente Verkniipfungen mit Flavinen, Him-Anteilen, Nukleotiden
oder Nukleotid-Derivaten, Lipideh oder Lipid-Derivaten oder Phophatidylinositol, Cyclisierungen,
Disulfidbriickenbildungen, Demethylierungen, Cystin-Bildungen, Formylierungen, gamma-

Carboxylierungen, Glycosylierungen, Hydroxylierungen, lodierungen, Methylierungen, Myristoy-

“lierungen, Oxidationen, proteolytische Prozessierungen, Phosphorylierungen, Selenoylierungen

und tRNA-vermittelte Additionen von Aminoséuren. .

~ Die erfindungsgemiBen Polypeptide kénnen in der Form "reifer" Proteine oder als Teile groBerer

Proteine, z.B. als Fusionsproteine, vorliegen. Weiterhin konnen sie Sezernierungs- oder "Leader"-
Sequenzen, Pro-Sequenzen, Sequenzen, die eine einfache Reinigung ermdglichen, wie mehrfache
Histidin-Reste, oder zusitzliche stabilisierende Aminoséduren aufweisen. Die erfindungsgemaéfen
Proteine konnen ebenfalls so vorliegen, wie sie natiirlicherweise in ihrem Herkunftsorganismus
vorliegén, aus dem sie zum Beispiel direkt gewonnen werden kénnen. In den erfindungsgeméBen
Verfahren konnen ebenso aktive Fragmente einer [PP-Isomerase eingesetzt werden, solange sie die

Bestimmung der enzymatischen Aktivitit des Polypeptids bzw. deren Inhibition durch eine

\ Kandidatenverbindung erméglichen.

Die in den erfindungsgemiBen Verfahren eingesetzten Polypeptide kénnen im Vergleich zu den
entsprechenden Regionen von natiirlich vorkommender IPP-Isomerasen Deletionen oder Amino-
sduresubstitutionen aufweisen, solange sie zumindest noch die biologische Aktivitat einer voll-

stindigen IPP-Isomerase zeigen. Konservative Substitutionen sind bevorzugt. Solche kon-

~ servativen Substitutionen umfassen Variationen, wobei eine Aminosiure durch eine andere

Aminoséure aus der folgenden Gruppe ersetzt wird:
1. Kleine aliphatische, nicht-polare oder wenig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro und Gly;
2. Polaré, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gln;

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys;
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4, Grofle aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, Ile, Val und Cys; und
5. Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp.

Ein mogliches Reinigungsverfahren der [PP-Isomerase basiert auf préparativer Elektrophorese,
FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphaﬁen- oder leicht hydrophoben
Séulen), Ge]ﬁltration, differentieller Prézipitation, lonenaustausch-Chromatographie oder

Affinitatschromatographie (vgl. Beispiel 2).

Ein schnelles Verfahren zum Isolieren von IPP-Isomerase, die von Wirtszellen synthetisiert
werden, beginnt mit der Expression eines Fusionsproteins, wobei der Fusionspartner auf einfache
Weise affinitétsgereinigt werden kann. Der Fusionspartner kann beispielsweise ein MBP-Tag sein.
Das Fusionsprotein kann dann an Amylose-Resin gereinigt werden. Der Fusionspartner kann durch
partielle proteolytische Spaltung beispielsweise an Linkern zwischen dem Fusionspartner und dem
zu reinigenden erfindungsgemiBen Polypeptid abgetrennt werden. Der Linker kann so gestaltet

werden, dass er Ziel-Aminosduren, wie Arginin- und Lysin-Reste einschlieft, die Stellen fiir eine

Spaltung durch Trypsin definieren. Um' solche Linker zu erzeugen, konnen Standard-

Klonierungsverfahren unter Verwendung von Oligonukleotiden angewendet werden.

Weitere mogliche Reinigungsverfahren basieren wiederum auf préaparativer Elektrophorese, FPLC,
HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- oder leicht hydrophoben
Saulen); Gelfiltration, differentieller Prézipitation, Ionenaustausch-Chromatographie und

Affinitdtschromatographie.

Die Ausdriicke "Isolierung oder Reinigung", wie sie hierin verwendet werden, bedeuten, dass die
erfindungsgeméBen Polypeptide von andéren Proteinen odér anderen Makromolekiilen der Zelle
oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugsweise ist eine die erfindungsgemaéfen Poly;éeptide
enthaltende Zusammensetzung hinsichtlich des Proteingehalts gegeniiber einer Priparation aus den

Wirtszellen mindestens 10-fach und besonders bevorzugt mindestens 100-fach angereichert.

Die erfindungsgemifen Polypeptide konnen auch ohne Fusionspartner mit Hilfe von Antikérpern,

die an die Polypeptide binden, affinitétsgereinigt werden.

Das Verfahren zum Herstellen von Polypeptiden mit der Aktivitit einer IPP-Isomerase, wie z.B.

“des Polypeptids IPI1 aus U. maydis, ist damit gekénnzeichnet durch

(a) das Kultivieren einer Wirtszelle enthaltend zumindest eine exprimierbare

Nukleinsduresequenz kodierend fir ein Polypeptid aus Pilzen mit der biologischen
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Aktivitdt einer IPP-Isomerase unter Bedingungen, die die Expression dieser Nukleinsdure

gewihrleisten, oder

(b) - das Exprimieren einer exprimierbaren Nukleinsduresequenz kodierend fiir ein Polypeptid
aus Pilzen mit der biologischen Aktivitit einer IPP-Isomerase in einem in vitro-System,

und

(©) die Gewinnung des Polypeptids aus der Zelle, dem Kulturmedium oder dem in vitro-

System.

Die so erhaltenen Zellen enthaltend das erfindungsgemiBe Polypeptid oder das so erhaltene
gereinigte Polypeptid sind geeignet, in Verfahren zum Identifizieren von Modulatoren bzw.

Inhibitoren der IPP-Isomerase verwendet zu werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung von Polypeptiden aus Pilzen,

bevorzugt aus pflanzenpathogenen Pilzen, welche zumindest eine biologische Aktivitit einer IPP-

- Isomerase ausiiben, in Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, wobei die Inhibitoren der

IPP-Isomerase als Fungizide verwendet werden konnen. Besonders bevorzugt wird die IPP-

Isomerase aus Ustilago maydis verwendet.

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer IPP-Isomerase aﬁs einer bestlimmten Pilzspezies und auf
Basis eines erfindungsgemifen Verfahrens gefunden wetden, konnen auch mit IPP-Isomerase aus
anderen Pilzspezies interagieren, wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen
vorkommenden IPP-Isomerase nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die
Selektivitdt wirksamer Substanzen. Die Nutzung der Wirkstoffe, die mit einer spezifischen IPP-
Isomerase gefunden wurden, als Fungizid auch bei anderen Pilzen kann darauf zuriickgefiihrt
werden, dass sich IPP-Isomerasen aus verschiedenen Pilzspezies nahe stehen und in groBeren
Bereichen eine klare Homologie ieigen. So wird an Abbildung 2 deutlich, dass eine solche
Homologie iiber betrachtliche Sequenzabschnitte hinweg zwischen S. cerevisiae, S. pombe, und U.
maydis besteht und damit die Wirkung der z.B. mit Hilfe der IPP-Isomerase aus U. maydis

gefundenen Substanzen nicht auf U. maydis beschrénkt bleibt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch ein Verfahren zum Identifizieren von
Fungiziden durch Testen von potentiellen Inhibitoren bzw. Modulatoren der enzymatischen Aktivitét
der IPP-Isomerase (Kandidatenverbindung oder Testverbindung) in eihem IPP-Isomerase-Hémmtest,
wobei ein in einem Aktivitdtstest gefundener Inhibitor bzw. Modulater der IPP-Isomerase.

anschlieBend auf seine Wirksamkeit als Fungizid in vivo, d.h. an einem Pilz, getestet werden kann.
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Verfahren, die geeignet sind, Modulatoren, insbesondere Inhibitoren bzw. Antagonisten der
erfindungsgemiaBen Polypeptide zu identifizieren, beruhen in aller Regel auf der Bestimmung der
Aktivitdt bzw. der biologischen Funktionalitit des Polypeptids. Dazu kommen prinzipiell sowohl
auf ganzen Zellen beruhende Verfahren (in vivo Verfahren) in Frage, wie auch Verfahren, die auf
der Verwendung des aus den Zellen isolierten Polypeptids beruhen, das in .gereinigt'er oder
teilweise gereinigter Form oder auch als Rohextrakt vorliegen kann. Diese zellfreien in vitro
Verfahren konnen ebenso wie in vivo Verfahren im LabormaBstab, in bevorzugter Weise aber auch
in HTS oder UHTS Verfahren genutzt werden. Im Anschluss an die in vivo oder in vitro
Identifizierung von Modulatoren des Polypeptids konnen Tests an Pilzkulturen durchgefiihrt

werden, um die fungizide Wirksamkeit der géfundenen Verbindungen zu priifen.

Viele Testsysteme, die die Priifung von Verbindungen und natiirlichen Extrakten zum Ziel haben,
sind bevorzugt auf hohe Durchsatzzahlen ausgerichtet, um die Zahl der untersuchten Substanzen in
einem gegebenen Zeitraum zu maximieren. Testsysteme, die auf zellfreiem Arbeiten beruhen,

brauchen gereinigtes oder semi-gereinigtes Protein. Sie sind geeignet fiir eine "erste" Priifung, die

~in erster: Linie darauf abzielt, einen mdglichen Einfluss einer Substanz auf das Zielprotein zu

detektieren. Ist eine solche erste Priifung erfolgt und eine oder mehrere Verbindungen, Extrakte
etc. gefunden, kann die Wirkung solcher Verbindungen im Labor noch gezielter untersucht
werden. So kann in einem ersten Schritt die Inhibierung oder Aktivierung des erfindungsgemafen
Polypeptids in vitro noch einmal gepriift werden, um im Anschluss daran die Wirksamkeit der
Verbindung am Zielorganismus, hier einem oder mehreren pflanzenpathogenen Pilzen, zu testen.
Die Verbindung kann dann gegebenenfalls als Ausgangspunkt fiir die weitere Suche und Ent-
wicklung von fungiziden Verbindungen verwendet werden, die auf der urspriinglichen Struktur

basieren, jedoch z.B. hinsichtlich Wirksamkeit, Toxizitdt oder Selektivitdt optimiert sind.

Um Modulatoren aufzufinden, kann z.B. ein synthetischer Reaktionsmix (z.B. Produkte der in vitro

Transkription) oder ein zelluldrer Bestandteil, wie eine Membran, ein Kompartiment oder

- irgendeine andere Préparation, die die erfindungsgeméBen Polypeptide enthdlt, zusammen mit

einem gegebenenfalls markierten Substrat oder Liganden der Pol&peptide in Gegenwart und
Abwesenheit eines Kandidatenmolekiils inkubiert werden. Die Fahigkeit des Kandidatenmolekiils
die enzymatische Aktivitdt der erfindungsgeméBen Polypeptide zu hemmen, wird z.B. erkennbar
an einer verringerten Bin&ung des gegebenenfalls markierten Liganden oder an einer verringerten
Umsetzung des gegebenenfalls markierten Substrates. Molekiile, die die biologische Aktivitét der

erfindungsgeméBen Polypeptide hemmen, sind gute Antagonisten bzw. Inhibitoren.

Die Detektion der biologischen Aktivitdt der erfindungsgemédBen Polypeptide kann durch ein so

genanntes Reportersystem verbessert werden. Reportersysteme in dieser Hinsicht umfassen, sind
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aber nicht beschriankt auf colorimetrisch oder fluorimetrische nachweisbare Substrate, die in ein
Produkt umgewandelt werden oder ein Reportergen, das auf Verinderungen der Aktivitit oder der

Expression der erfindungsgemifen Polypeptide anspricht oder andere bekannte Bindungstests.

Ein weiteres Beispiel fiir ein Verfahren, mit welchem Modulatoren de'r erfindungsgeméfien
Polypeptide aufgefunden werden koénnen, ist ein Verdringungstest, bei dem man unter dafiir
geeigneten Bedingungen die erfindungsgemiflen Polypeptide und einen potenziellen Modulator
mit einem Mo]ekﬂl,'das bekanntermaflen an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, wie einem
natiirlichen Substrat oder Liganden oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammen-
bringt. Die erfindungsgemiBen Polypeptide selbst konnen markiert werden, z.B. fluorimetrisch _
oder colorimetrisch, so dass man die Anzahl der Polypeptide, die an eiﬁen Liganden gebunden sind
oder die eine Umsetzung mitgemacht haben, exakt bestimmen kann. Ebenso kann jedoch die
Bindung mittels des gegebenenfalls markierten Substrats, Liganden bzw. Substratanalogen verfolgt

werden. Auf diese Weise ldsst sich die Effektivitdt Antagonisten ermessen.

_Effekte wie Zelltoxizitit werden in diesen in vitro Systemen in der Regel ignoriert. Die

Testsystéme iiberprl'ifexi dabei sowohl inhibierende bzw. suppressive Effekte der Substanzen, als
auch stimulatorische Effekte. Die Effektivitit einer Substanz kann durch konzentrationsabhéngige
Testreihen iiberpriift werden. Kontrollansétze ohne Testsubstanzen bzw. ohne Enzym kénnen zur

Bewertung der Effekte herangezogen werden.

Durch die anhand der vorliegenden Erfindung verfiigbaren, fiir eine erfindungsgemifle IPP-
Isomerase kodierende Nukleinsduren enthaltenden Wirtszellen, wird auch die Entwicklung von
Testsystemen, die auf Zellen basieren, zur Identifizierung von Substanzen erméglicht, die die

Aktivitét der erfindungsgemédfen Polypeptide modulieren.,

Vorzugsweise handelt es sich bei den zu identifizierenden Modulatoren um kleine organisch-
chemische Verbindungen, nicht_ jedoch um die natiirlichen Inhibitoren des Enzyms, wie z.B.
Ligandeﬁ des Enzyms oder Substratanaloga, um anorganische oder unspezifische Inhibitoren, die
generell die Aktivitit eines Enzyms zerstoren oder vermindern, z.B. durch die unspezifische

Stérung der Proteinstruktur oder die Reaktion mit reaktiven Aminosduren des Proteins.

Ein Verfahren zum Identifizieren einer Verbindung, die die Aktivitit einer IPP-Isomerase aus
Pilzen moduliert und die als Fungizid im Pflanzenschutz verwendet werden kann, besteht demnach

bevorzugt darin, dass man

a) ein erfindungsgemifes - Polypeptid oder eine Wirtszelle enthaltend dieses Polypeptid mit

einer chemischen Verbindung oder mit einem Gemisch von chemischen Verbindungen
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unter Bedingungen in Kontakt bringt, die die Interaktion einer chemischen Verbindung mit

dem Polypeptid erlauben,

b) die Aktivitit des erfindungsgeméBen Polypeptids bei Abwesenheit einer chemischen
Verbindung mit der Aktivitdt des erfindungsgeméBen Polypeptids bei Anwesenheit einer
chemischen Verbindung oder eines Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht,

und

c) die chemische Verbindung auswihlt, die die Aktivitit des erﬂrl_dungSgemﬁBen Polypeptids

spezifisch moduliert, vorzugsweise inhibiert, und gegebenenfalls
d) die fungizide Wirkung der ausgewahlten Verbindung in vivo priift.

Besonders bevorzugt wird dabei diejenige Verbindung bestimmt, die die Aktivitit des
erfindungsgemifen Polypeptids spezifisch inhibiert. Der Begriff "Aktivitit", wie er hier verwendet
wird, bezieht sich auf die biologische Aktivitit des erfindungsgemifen Polypeptids.

In einer '.Ausﬁihrungsform, die sich an einen bekannten Test zur Bestimmung der IPP-Isomerase

anlehnt, wird die von der IPP-Isomerase katalysierte Reaktion mit der Reaktion der Isopentenyl-
Transferase gekoppélt. Dieses Enzym katalysiert die Umsetzung von Dimethylallylpyrophosphat
und AMP zu Isopentenyladenin und Pyrophosphat. Das Pyrophospl;at wird durch das Enzym
Pyrophqsphatase weiter abgebaut. Das dabei entstehende”Phosphat kann mit einem dem Fachmann |
bekannten Malachitgriin-Test bestimmt werden. Der Versuchsansatz ldsst sich wie folgt

schematisch darstellen:

Isopentenylpyrophosphat o Dimethylallylpyrophosphat

Isopentenyl-Transferase
Dimethylallylpyrophosphat +AMP - Isopentenyladenin + PP;

Pyrophosphatase
PPi —-> 2 P,’

Die Messung der enzymatischen Aktivitit der IPP-Isomerase bzw. die Hemmung dieser
enzymatischen Aktivitdt durch einen Inhibitor erfolgt dann auf Basis der Phosphat-Konzentration.
Dabei wird die geringere bzw. inhibierte Aktivitéit des erfindungsgeméafen Polypeptids anhand der

geringeren Phosphat-Konzentration relativ zu einem Kontrollansatz verfolgt.
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Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung iiberraschenderweise festgestellt, dass das
Nachweisreagenz Malachitgriin aus dem Produkt, aber nicht aus dem Substrat der IPP-Isomerase
direkt Phosphat freisetzen und nachweisen kann. Daher kann in einer besonders bevorzugten
Ausfihrungsform des beschriebenen Verfahrens sowohl auf die Isopentyl-Transferase als auch auf

die Pyrophosphatase (IPPase) verzichtet werden.

Weitere Moglichkeiten zur Bestimmung der eniymatischen Aktivitat der IPP-Isomerase werden
unter anderem auch in Ramos-Valdivia (1997) beschrieben und sollen ausdriicklich Teil der

vorliegenden Anmeldung sein. -

Die Messung kann auch in fiir HTS- oder UHTS-Assays gingigeren Formaten erfolgen, z.B. in
Mikrotiterplatten, in denen z.B. ein Gesamtvolumen von 5 bis 50 pl pro Ansatz bzw. pro Well
vorgelegt wird. Dabei wird die zu testende, potentiell die Aktivitéit des Enzyms inhibierende oder
aktivierende Verbindung (Kandidatenmolekiil) z.B. in einer geeigneten Konzentration in

Testpuffer vorgelegt. Dann wird das erfindungsgeméfie Polypeptid im oben genannten Testpuffer

_zugegeben und die Reaktion damit gestartet. Der Ansatz wird dann bei einer geeigneten

_ Temperatuf inkubiert und z.B. die Konzentration des entstehenden Pyrophosphats gemessen.

- Eine weitere Messung erfolgt in einem entsprechenden Ansatz, jedoch ohne Zugabe eines

Kandidatenmolekiils und ohne Zugabe eines erfindungsgemiBen Pohlypeptids (Negativkontrolle).
Eine weitere Messung erfolgt wiederum bei Abwesenheit eines Kandidatenmolekiils, jedoch bei
Anwesenheit des erfindungsgeméBen Polypepﬁds (Positivkontrolle). Negativ- und Positivkontrolle

ergeben damit die Vergleichswerte zu den Ansitzen bei Anwesenheit eines Kandidatenmolekiils.

Mit dem erfindungsgemifBen Verfahren konnten auf diese Weise Inhibitoren der IPP-Isomerase

identifiziert werden.

Es versteht sich von selbst, dass neben den genannten Verfahren zur Bestimmung der
enzymatischen Aktivitit einer IPP-Isomerase bzw. der Inhibition- dieser Aktivitit und zum
Identifizieren von Fungiziden auch andere, z.B. bereits bekannte, Verfahren bzw. Hemmtests
verwendet werden kdnnen; solange diese Verfahren es gestatten, die Aktivitit einer [PP-Isomerase

zu bestimmen und eine Inhibition dieser Aktivitit durch eine Kandidatenverbindung zu erkennen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde auch gefunden, dass die mit Hilfe eines
erfindungsgeméBen Verfahrens identifizierten Inhibitoren einer erfindungsgemaBen IPP-Isomerase

geeignet sind, in einer geeigneten Formulierung Pilze zu schadigen oder zu toten.

Dazu konnen z.B. in die Kavititen von Mikrotiterplatten eine Ldsung des zu priifenden

Wirkstoffs pipettiert werden. Nachdem das Losungsmittel abgedampft wird, wird zu jeder
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Kavitidt Medium hinzugefiigt. Das Medium wird vorher mit einer geeigneten Konzentration von
Sporen bzw. Mycel des zu priifenden Pilzes versetzt. Die resultierenden Konzentrationen des

Wirkstoffes betragen z.B. 0,1, 1, 10 und 100 ppm.

Die Platten werden anschlieBend auf einem Schiittler bei einer Temperatur von 22°C inkubiert, bis

in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum feststellbar ist.

Die Auswertung erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von 620 nm. Aus den Messdaten der
verschiedenen Konzentrationen kann die Wirkstoffdosis bestimmt werden, die zu einer 50 %igen

Hemmung des Pilzwachstums gegeniiber der unbehandelten Kontrolle fiihrt (EDs).

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher ebenfalls auf die Verwendung von Modulatoren der
IPP-Isomerase aus Pilzen, bevorzugt aus pflanzenpathogenen Pilzen als Fungizide, bzw. auf
Verfahren zum Bekdmpfen von vorzugsweise pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet,
dass man einen Modulator, bevorzugt einen Inhibifor_ einer [PP-Isomerase mit dem betreffenden

Pilz und/oder seiner Umgebung in einer wirksamen Menge in Kontakt bringt.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf Fungizide, die mit Hilfe eines erfindungsgemafen

Verfahrens identifiziert wurden.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher ebenfalls auf Verfahfén zum Identifizieren von
Fungiziden sowie die Verwendung von Inhibitoren' der TPP-Isomerase aus Pilzen, bevorzugt aus
pflanzenpathogenen Pilzen als Fungizide. Davon sollen jedoch natiirliche Inhibitoren wie Analoga
des Substrats der IPP-Isomerase bzw. Analoga des Ubergangszustandes des Substrats und
unspezifische Inhibitoren, die auch bei anderen Enzymen als der IPP-Isomerase eine deutliche
inhibitorische Wirkung zeigen oder grundsitzlich durch die Schadigung der Proteinstruktur eine
inhib.itorische Wirkung haben, sowie anorganische Verbindungen nicht umfasst seip: Ein
spezifischer Inhibitor sollte eine zumindest 10fach, bevorzugt 20fach, besonders bevorzugt 50fach
und vorzugsweise 100fach stirkere inhibitorische Wirkung gegeniiber der IPP-Isomerase

aufweisen als gegeniiber einem anderen Enzym.

Die vorliegende Erﬁhdung bezieht sich auch auf Fungizide, die mit Hilfe eines erfindungsgeméfen

Verfahrens identifiziert werden.

Verbindungen, die mit Hilfe eines erfindungsgemifen Verfahrens identifiziert werden, und die
aufgrund der Inhibition der pilzlichen IPP-Isomerase eine fungizide Wirkung aufweisen, kénnen

somit zur Herstellung von fungiziden Mitteln verwendet werden.
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Die identifzierten Wirkstoffe konnen in Abhéngigkeit von ihren jeweiligen physikalischen und/oder
chemischen Eigenschaften in die iiblichen Formulierungen iiberfiihrt werden, wie Losungen, Emul-
sionen, Suspensionen, Pulver, Schiume, Pasten, Granulate, Aerosole, Feinstverkapselungen in
polymeren Stoffen und in Hiillmassen fiir Saatgut, sowie ULV-Kalt- und Warmnebel-Formu-

lierungen.

Diese Formulierungen werden in bekannter Weise hergestelit, z.B. durch Vermischen der Wirkstoffe
mit Streckmitteln, also fliissigen Losungsmitteln, unter Druck stehenden verfliissigten Gasen
und/oder festen Tréigerst’offen; gegebenenfalls unter Verwendung von oberflichenaktiven Mitteln,
also Emulgiermitteln und/oder Dispergiermitteln und/oder schaumerzeugenden Mitteln. Im Falle der
Benutzung von Wasser als Streckmittel konnen 2.B. auch organische Lsungsmittel als Hilfslésungs-
mittel verwendet werden. Als fliissige Losungsmitte] kommen im wesentlichen in Frage: Afométen,
wie Xylol, Toluol oder Alkylnaphthaline, chlorierte Aromaten oder chlorierte aliphatische Kohlen-
wasserstoffe, wie Chlorbenzole, Chlorethylene oder Methylenchlorid, aliphatische Kohlenwasser-

stoffe, wie Cyclohexan oder Paraffine, z.B. Erdc’ilfraktionen, Alkohole, wie Butanol oder Glycol

~sowie deren Ether und Ester, Ketone, wie Aceton, Methylethylketon, Methylisobutylketon oder

Cyclohexanon, stark polare Losungsmittel, wie Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid, sowie
Wasser. Mit verfliissigten gasformigen Streckmitteln oder Trigerstoffen sind solche Fliissigkeiten
gemeint, welche bei normaler Temperatur und unter Normaldruck gasformig sind, z.B. Aerosol-
Treibgase, wie Halogenkohlenwasserstoffe sowie Butan, Propan, Stickstoff und Kohlendioxid. Als
feste Tragerstoffe kommen in Frage: z.B. natiirliche Gesteinsmehle, wie Kaoline, Tonerden, Talkum,
Kreide, Quarz, Attapulgit, Montmorillonit oder Diatomeenerde und synthetische Gesteinsmehle, wie
hochdisperse Kieselsdure, Aluminiumoxid und Silikate. Als feste Trigerstoffe fiir Granulate kommen
in Frage: z.B. gebrochene und fraktionierte natiirliche Gesteine wie Calcit, Marmor, Bims, Sepiolith,
Dolomit sowie synthetische Granulate aus anbrganischen und organischen Mehlen sowie Granulate
aus organischem Material wie Sigemehl, Kokosnusssché]en, Maiskolben und Tabakstangel. Als
Emulgier und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in Frage: zB. nichtionogene und anionische
Emulgatoren, wie Polyoxyethylen-Fettsdureester, Polyoxyethylen-Fettalkoholether, z.B. Alkylaryl-
polyglycolether, Alkylsulfonate, Alkylsulfate, Arylsulfonate sowie EiweiBBhydrolysate. Als Disper-
giermittel kommen in Frage: z.B. Lignin-Sulfitablaugen und Methylcellulose. |

Es kénnen in den Formulierungen Haftmittel wie Carboxymethylcellulose, natiirliche und synthe-
tische pulverige, kornige oder latexformige Polymere verwendet werden, wie Gummiarabicum,
Polyvinylalkohol, Polyvinylacetat, sowie natiirliche Phospholipide, wie Kephaline und Lecithine, und

synthetische Phospholipide. Weitere Additive kénnen mineralische und vegetabile Ole sein.
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Es konnen Farbstoffe wie anorganische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferrocyanblau und
organische Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und Metallphthalocyaninfarbstoffe und Spurennéhrstoffe,

wie Salze von Eisen, Mangan, Bor, Kupfer, Kobalt, Molybdin und Zink verwendet werden.

Die Formulierungen enthalten im allgemeineﬁ zwischen 0,1 und 95 Gewichtsprozent Wirkstoff,

vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %.

Die erfindungsgeméfBen Wirkstoffe kénnen als solche oder in ihren Formulierungen auch in
Mischung mit bekannten Fungiziden, Bakteriziden, Akariziden, Nematiziden oder Insektiziden
verwendet werden, um so z.B. das Wirkungsspektrum zu verbreitern oder Resistenzentwicklungen
vorzubeugen. In vielen Fillen erhilt man dabei synergistische Effekte, d.h. die Wirksamkeit der
Mischung ist groBer als die Wirksamkeit der Einzelkomponenten.

Beim Einsatz der erfindungsgemifBen Verbindungen als Fungizide konnen die Aufwandmengen je

- nach Applikation innerhalb groBerer Bereiche variiert werden.

- Erfindungsgemdf konnen alle Pflanzen und Pflanzenteile behandelt werden. Unter Pflanzen

werden hierbei alle Pflanzen und Pﬂanzenpopulationen verstanden, wie erwinschte und
unerwiinschte Wildpflanzen oder Kulturpflanzen (einschlieBlich natiirlich vorkommender Kultur- -
pflanzen). Kulturpflanzen kénnen Pflanzen sein, die durch konventionelle Ziichtungs- und
Optimierungsmethodeﬁ oder durch biotechnologische und gentechnologische Methoden oder
Kombinationen dieser Methoden erhalten werden kﬁnne:n, einschlieBlich der transgenen Pflanzen
und einschlieBlich der durch Sortenschutzrechte schiitzbaren oder nicht schiitzbaren Pflanzen-
sorten. Unter Pflanzenteilen sollen alle o'berirdischen und unterirdischen Teile und Organe der
Pflanzen, wie Spross, Blatt, Bliite und Wurzel verstanden werden, wobei beispielhaft Blitter,:
Nadeln, Stéihgel, Stamme, Bliiten, Fruchtkérper, Friichte und Samen sowie Wurzeln, Knollen und
Rhizome aufgefiihrt werden. Zu den Pflanzenteilen gehort auch Erntegut sowie vegetatives und
generatives Vermehrungsmaterial, beispieléweise Stecklinge, Knollen, Rhizome, Ableger und

Samen.

Die erfindungsgemiBe Behandlung der Pflanzen und Pflanzenteile mit den Wirkstoffen erfolgt
direkt oder durch Einwirkung auf deren Umgebung, Lebensraum oder Lagerraum nach den
iblichen Behandlungsmethoden, z.B. durch Tauchen, Sprithen, Verdampfen, Vernebeln, Streuen,
Aufstreichen und bei Vermehrungsmaterial, insbesondere bei Samen, weiterhin durch ein- oder

mehrschichtiges Umhiillen.

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren verschiedene Aspekte der vorliegenden Erfindung und

sind nicht limitierend auszulegen.
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Beispiele
Beispiel 1
Klonierung, Expression und Rginigung der IP11 aus U. maydis

Fiir die heterologe Expression des ipi/-Gens wurde das Gen mit den genspezifischen
Oligonucleotiden Idi-c (5-CTCGAGGATCCAGGAGGCGGTGAATG-3¢) und Idi-n (5
CTCGCATATGTCGACCGCCACCGTCAC-3) mittels PCR ampliﬁziert.-und iiber die
eingefiihrte Ndel- und BamHI-Schnittstelle in den Vektor pET21b (Novagen) eingebracht. Die

erhaltenen Plasmide wurden in den E. coli-Stamm BL21 (DE3) transformiert.

5 m] Selektionsmedium (dYT Medium mit 100 pg/ml Ampicillin) wurde mit einer Einzelkolonie
angeimpft und bei 37°C iiber Nacht im Schiittler inkubiert. Eine Glycerindauerkultur wurde wie
folgt hergestellt: 900ul Kultur und 100 pl steriles Glycerin mischen und bei —70°C einfrieren. Als
Vorkultur wurde 12 ml dYT Medium mit 25 pl aus der Dauerkultur angeimpft und bei 37°C iiber

~Nacht im Schiittler inkubiert. Die Hauptkultur wurde 1:40 angeimpft, d.h. 12 m! Vorkultur und

500 ml dYT-Medium + 100 pg/ml Ampicillin. Das Wachstum der Kultur erfolgte bei 37°C unter
Schiitteln und nach Erreichen einer ODgg von 0,8 wurde die Kultur durch Zugabe von 1mM IPTG
(Endkonzentration) induziert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden bei 37°C wurden die

Zellen durch Zentrifugation geerntet und das Pellet bei -70°C eingefroren.

Das Zellpellet einer 500 ml EXpressionskultur wurde in 35 ml Aufschlusspuffer resuspendiert
(50 mM Tris, 1 % Glycerin, ImM DTT, 300 mM NaCl, 0,5 % Tween 20, pH 7,5). Der Aufschluss
der Zellen erfolgte mit einem Sonifizierstab auf Eis. Es wurde 8 mal 45 Sekunden mit jeweils
45 Sekunden Pause sonifiziert. Die 16slichen und unlslichen Fraktionen wurden durch Abzentri-
fugieren (30 min. bei 4°C und 10 000 rpm) getrennt. Der Uberstand wurde an eine 50%ige Ni-
NTA-Agarose Matrix von Qiagen fiir 60 Minuten bei 4°C gebunden und in eine Lee;rsiiule
tiberfiihrt. Die Bihdekapazitéit der Ni- NTA Matrix liegt bei 9 mg Protein pro 1 ml Agarose. Die
Sdule wurde zweimal mit je 44 ml Aufschlusspuffer + 10 mM Imidazol gewaschen. Die Elution
erfolgte in 2 ml Fraktionsschritten mit Aufschlusspuffer + 250 mM Imidazol. Die das gereinigte
Enzym enthaltenden Fraktionen wurden danach gepoolt und auf 1mg/ml verdiinnt. Es erfolgte eine
Zugabe von Glycerin in einer Endkonzentration von 10 %. Die Lagerung des Enzyms erfolgt bei
-70°C.
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Beispiel 2

Identifzierung von Modulatoren der IPP-Isomerase in einem Hemmtest

Die Test wurden in 384er MTPs von Greiner (transparent) durchgefiihrt. Die Negativkontrolle
erfolgte durch Weglassen des Enzyms. 5 ul R1-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 20 mM MgCl,,
10 % Glycerin) bzw. die zu priifende Substanz (1/10 des Assayvolumens) wurden zusammen mit
20 pl Substratlgsung (0,15 mM IPP in Reaktionspuffer R1), 25 ul Enzymmix (0,59 pg/ml
gereinigtes Protein (IPP-Isomerase) in Reaktionspuffer R1) bei 37°C fiir 25 Minuten inkubiert. Es

wurden 50 pl Malachitgriin-Farbeldsung zugegeben und bei RT fiir 90 Minuten inkubiert. Die

Detektion einer Anderung der Absorption erfolgte bei 620 nm.

Beispiel 3

‘Nachweis der fungiziden Wirkung der identifizierten Inhibitoren der IPP-Isomerase

In die Kavitdten von Mikrotiterplatten werden- eine methanolische Lésung des anhand eines
erﬁndungsgéméiﬁen Verfahrens identifizierten Wirkstoffs (Bsp. 3), versetzt mit einem Emulgator,
pipettiert. Nachdem das Losungsmittel abgedampft ist, werden je Kavitdt 200 pl Potatoe-Dextrose-
Medium hinzugefiigt. Das Medium wird vorher mit geeigneten Konzentrationen von Sporen bzw.

Mycelen des zu priifenden Pilzes versetzt.

D}ie resultierenden Konzentrationen des Wirkstoffs betragt 0,1, 1, 10 und 100 ppm. Die resultie-

rende Konzentration des Emulgators betrdgt 300 ppm.

Die Platten werden anschlielend auf einem Schiittler bei einer Temperatur von 22°C inkubiert, bis
in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum feststellbar ist. Die Auswertung
erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von 620 nm. Aus den Messdaten der verschiedenen
Konzentrationen wird die Wirkstoffdosis, die zu einer 50 %igen Hemﬁung des Pilzwachstums

gegeniiber der unbehandelten Kontrolle fiihrt (EDs), berechnet.
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Patentanspriiche

1. -

Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, dadurch gekennzeichnet, dass man

(a) ein pilzliches Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitit einer IPP-Isomerase mit
einer chemischen Verbindung oder einem Gemisch von chemischen Verbindungen
unter Bedingungen, die die Interaktion der chemischen Verbindung mit dem

Polypeptid erlauben, in Kontakt bringt,

(b) die Aktivitat der IPP-Isomerase bei Abwesenheit einer chemischen Verbindung
mit der Aktivitit der IPP-Isomerase bei Anwesenheit einer chemischen Ver-

bindung oder eines Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, und
(©) die chemische Verbindung, die die IPP-Isomerase spezifisch inhibiert, auswahlt.

Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die Aktivitit der IPP-
Isomerase bestimmt, indem man die Entstehung von Phosphat aus dem Produkt der von der

IPP-Isomerase katalysierten Reaktion misst.

Verfahren gemidB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Hemmung
der enzymatischen Aktivitit der [PP-Isomerase bei Anwesenheit einer chemischen Verbin-

dung anhand einer abnehmenden Menge an Phosphat bestimmt.

~Verfahren gemif Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die Reaktion der

IPP-Isomerase direkt mittels eines Malachitgriin-Tests bestimmt.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1, dadurch gekennzeichnet, dass man in einem

~weiteren Schritt (d) die fungizide Wirkung der identifizierten Verbindung testet, indem

man sie mit einem Pilz in Kontakt bringt.

Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass man eine

IPP-Isomerase aus einem pflanzenpathogenen Pilz verwendet.

Verwendung von Polypeptiden mit der Aktivitét einer [PP-Isomerase zum Identifizieren

von Fungiziden.

Verwendung von Inhibitoren von Polypeptiden mit der Aktivitét einer IPP-Isomerase als

Fungizide.

Verfahren zur Kontrolle von pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass

man
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

-29.

(a) eine fungizid wirksame Verbindung in einem Verfahren gemif Anspruch 1

identifiziert,
)] die identifizierte Verbindung in geeigneter Weise formuliert, und
() mit dem pflanzenpathogenen Pilz und/oder seiner Umgebung in Kontakt bringt.

Verwendung von fungiziden Verbindungen, die in einem Verfahren gemif einem der

Anspriiche 1 bis 5 gefunden werden, zum Herstellen von fungiziden Mitteln.

Nukleinsdure gemdfl Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Sequenz umfasst,

die ausgewiahlt ist aus:
(a) einer Sequenz gemdB SEQ ID NO: 1,

b) Sequenzen, die fiir ein Polypeptid kodieren, welches die Aminoséduresequenz

gemiB SEQ ID NO: 2 umfasst,

©) ‘Seqlienzen, welche an die unter a) definierten Sequenzen bei einer Hybridisie-

rungstemperatur von 42-65°C hybridisieren, und

(@ Sequenzen, welche eine zumindest 80 %ige, bevorzﬁgt eine zumindest 85 %ige
und besonders bevorzugt eine zumindest-90 %ige Identitdt mit den unter a) und b)

definierten Sequenzen aufweisen.

DNA-Konstrukt umfassend eine Nukleinsdure gemiB Anspruch 10 oder 11 und einen

heterologen Promotor.

Vektor umfassend eine Nukleinsdure gemédB Anspruch 11 oder 12, oder ein DNA-

Konstrukt gemaB Anspruch 12.

Vektor gemdB Anspruch 14, dadurch gekennzéichnet, dass die Nukleinsdure funktionell
mit regulatorischen Sequenzen verkniipft ist, die die Expression der Nukleinséure in pro-

oder eukaryotischen Zellen gewahrleisten.

Wirtszelle enthaltend eine Nukleinsdure gemiB Anspruch 11 oder 12, ein DNA-Konstrukt

gemél Anspruch 13 oder einen Vektor gemaB Anspruch 14 oder 15.

Polypeptid mit der biologischen Aktivitit einer IPP-Isomerase, welches von einer Nuklein-

sdure gemdfl Anspruch 11 oder 12 kodiert wird.
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17. Polypeptid mit der biologischen Aktivitit einer IPP-Isomerase, welches eine Aminosaure-

sequenz gemdf SEQ ID NO: 2 umfasst.
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Abbildung 4
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SEQUENCE LISTING
<110> Bayer CropScience AG

<120> Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden basieiend auf

Isopentenylpyrophosphat-Isomerasen
<130> BCS 03-3042
<160> 2

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
.<211> .789
<212> DNA

<213> Ustilago maydis

<222> (1)..(788)

~atg tecg acc gcc acc gtc acc gag acé gcg aca cat cgc acc tcg tcc 48
Met Ser Thr Ala Thr Val Thr Glu Thr Ala Thr His Arg Thr Ser Ser

acc atc acg cta gac tca gcg cca ctc acc ggc tat gat gag gag cag 96
Thr Ile Thr Leu Asp Ser Ala Pro Leu Thr Gly Tyr Asp Glu Glu Gln
20 25 30

atc cgt ctc atg gaa gag cga tgt atc gtg ctc gac aat gac gac aag 144
Ile Arg Leu Met Glu Glu Arg Cys Ile Val Leu Asp Asn Asp Asp Lys
35 40 45

tac gtc cgc gat ggc agt aag aag gaa tgc cat ctc atg acc aac atc 192
Tyr Val Arg Asp Gly Ser Lys Lys Glu Cys His Leu Met Thr Asn Ile
50 55 60 .
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2.
aac aag ggt ctc ttg cat cgt gct ttc tce gtg ttc ctec ttt gat cct 240
Asn Lys Gly Leu Leu His Arg Ala Phe Ser Val Phe Leu Phe Asp Pro
65 70 75 80
act acg gga aag ctg ttg ctt cag cga agg gcg ctc gaa aag atc act 288
Thr Thr Gly Lys Leu Leu Leu Gln Arg Arg Ala Leu Glu Lys Ile Thr
85 90 95
ttc ccc aac atg tgg acc aac act tgc tge tet cat ceg ttg gcg atc 336
Phe Pro Asn Met Trp Thr Asn Thr Cys Cys Ser His Pro Leu Ala Ile
100 105 110
aag gga gag ctc gag gaa gca gag cag atc ggt gta cgc cgt gca gcg 384
Lys Gly Glu Leu Glu Glu Ala Glu Gln Ile Gly Val Arg Arg Ala Ala
115 120 125
cag cgc aag ctc gat cac gaa ctc ggc atc cgc gcc gaa caa gtg cca 432
Gln ‘Arg Lys. Leu Asp His Glu Leu Gly Ile Arg Ala Glu Gln Val Pro
130 135 : 140
tt§>gat gaa ttc cag tac ctc acc cga atc cac tac ctc gct ccc aac 480
Leu Asp Glu Phe Gln Tyr Leu Thr Arg Ile His Tyr Leu Ala Pro Asn
145 150 155 160
aac gac gcc aat aac atg tgg ggc gaa cac gaa atc gac.tac atec ctc 528
Asn Asp Ala Asn Asn Met Trp Gly Glu His Glu Ile Asp Tyr Ile Leu
165 170 175
ttc atc act gcc gac gtc acg ttg aaa ccc aac ctg aac gag gtc tgc 576
Phe Ile Thr Ala Asp Val Thr Leu Lys Pro Asn Leu Asn Glu Val Cys
180 185 190
gat acc aaa tgg gtt tcg ccc gaa gag ttg aag gcg ctc atg acc gag 624
Asp Thr Lys Trp Val Ser Pro Glu Glu Leu Lys Ala Leu Met Thr Glu
195 200 205
Ltg gac cct gcg tca ttt acg cca tgg ttc aag ttg att gtg cac aag 672

Leu Asp Pro Ala Ser Phe Thr Pro Trp Phe Lys Leu Ile Val His Lys
210 215 220
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ttt ctc ttc ccc tgg tgg agec gag ttg ctc gca agg aga ggc gcg gat 720
Phe Leu Phe Pro Trp Trp Ser Glu Leu Leu Ala Arg Arg Gly Ala Asp
225 230 235 240
cac agc aaa cca ttt gac gce aag tcg ctg tcg gat ctt aca gat cac 768
His Ser Lys Pro Phe Asp Ala Lys Ser Leu Ser Asp Leu Thr Asp His

245 250 255

agc att cac cgc ctc ctc tga o 789

Ser Ile His Arg Leu Leu
260

<210> 2
<211> 262
<212> PRT

<213> Ustilago maydis
<400> 2

Met Ser Thr Ala Thr Val Thr Glu Thr Ala Thr His Arg Thr Ser Ser

Thr Ile Thr Leu Asp Ser Ala Pro Leu Thr Gly Tyr Asp Glu Glu Gln
20 © 25 30

Ile Arg Leu Met Glu Glu Arg Cys Ile Val Leu Asp Asn Asp Asp Lys
35 40 : 45

Tyr Val Arg Asp Gly Ser Lys Lys Glu Cys His Leu Met Thr Asn Ile
50 55 60

Asn Lys Gly Leu Leu His Arg Ala Phe Ser Val Phe Leu Phe Asp Pro
65 70 75 80

Thr Thr Gly Lys Leu Leu Leu Gln Arg Arg Ala Leu Glu Lys Ile Thr
85 80 85



Phe

Lys

Gln

Leu

145

Asn

Phe

Asp

Leu

Phe

225

His

Ser

WO 2006/128593

Pro

Gly

.Arg

130

Asp

Asp

Ile

Thr

Asp

210

Leu

Ser

Ile

Asn

Glu

115

Lys

Glu

Ala

Thr

Lys

195

Pro

Phe

Lys

His

Met

100

Leu

Leu

Phe

‘Asn

Ala

180

Trp

Ala

Pro

Pro

Arg
260

Trp

Glu

_Asp

Gln

Asn

165

Asp

Val

Ser

Trp

Phe

245

Led

Thr

Glu

His

Tyr

150

Met

Val

Ser

Phe

Trp

230

Asp

Leu

Asn
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