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Chemie und Biochemie mikrobieller a-Glucosidasen-Inhibitoren

Von Ernst Truscheit, Werner Frommer, Bodo Junge, Lutz Miiller,

Delf D. Schmidt und Winfried Wingender!’

Professor Herbert Griinewald zum 60. Geburtstag gewidmer

a-Glucosidasen gehoren zu den wichtigsten Kohlenhydrat-abbauenden Enzymen. Sie kata-
lysieren die Hydrolyse a-glucosidischer Bindungen; ihre Substrate sind - je nach Spezifitit
- Oligo- und Polysaccharide. Mikrobielle Inhibitoren von o-Amylasen und anderen intesti-
nalen Kohlenhydrat-abbauenden Enzymen von Saugetieren sind bei der Behandlung von
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus von Interesse. Dariiber hinaus erweitern
sie das an strukturellen Variationen iiberaus reiche Spektrum der mikrobiellen sekundiren
Metaboliten, und sie tragen dazu bei, den Wirkungsmechanismus von a-Glucosidasen bes-
ser zu verstehen. Diese Inhibitoren gehoren verschiedenen Substanzklassen an. Bisher am
besten untersucht sind mikrobielle a-Glucosidasen-Inhibitoren, die Glieder einer homolo-
gen Reihe von Pseudooligosacchariden (4) sind. IThnen gemeinsam ist ein fiir die Hemmwir-
kung essentielles Kernstiick (,,core*), ein Pseudodisaccharidrest, der aus einer ungesattigten
Cyclitol-Einheit und einer 4-Amino-4,6-didesoxy-glucose-Einheit besteht. Die in vieler Hin-
sicht interessanteste Verbindung dieser homologen Reihe ist Acarbose (5), ein Pseudotetra-
saccharid mit stark ausgeprigter inhibitorischer Wirkung gegeniiber intestinalen a-Glucosi-
dasen wie Saccharase, Maltase und Glucoamylase. Dieser Beitrag gibt einen Uberblick iiber
dieses neue, in den letzten zehn Jahren eingehender bearbeitete Gebiet der mikrobiellen a-
Glucosidasen-Inhibitoren.

1. Einleitung

Natiirliche Enzyminhibitoren, insbesondere Inhibitoren
von Hydrolasen, sind in pflanzlichen und tierischen Orga-
nismen sowie in Bakterien und Pilzen weit verbreitet und
zum Teil schon seit langem bekannt. Ubiquitdr vorkom-
mend und beziiglich ihrer Struktur, ihrer Funktion und ih-
res Wirkungsmechanismus am besten untersucht sind die
Proteasen-Inhibitoren!'-%., Bereits gegen Ende des vorigen
Jahrhunderts wurde iiber Arbeiten, die sich mit Proteasen-
Inhibitoren des Serums beschiftigten, berichtet'™®. Die Li-
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teratur iiber natiirlich vorkommende a-Glucosidasen-Inhi-
bitoren reicht bis in die friihen dreiBiger Jahre dieses Jahr-
hunderts zuriick. So beschrieben Chrzaszcz und Janickil”
1933 eine in den Malzen mehrerer Getreidearten - beson-
ders in Buchweizen-Malzen - vorkommende, proteinarti-
ge, in Wasser nahezu unldsliche Substanz, die sie wegen
ihrer Malz-a-Amylase-inaktivierenden Eigenschaften als
»Sistoamylase** bezeichneten. Spiter beschrieben Kneen
und Sandstedt'® ! wasserl6sliche Priaparationen mit Prote-
in-Charakter und o-Amylase inhibierenden Eigenschaften,
die sie aus Roggen- und Weizensamen-Mehl erhalten hat-
ten. Es handelte sich um potente Inhibitoren von a-Amyla-
sen aus menschlichem Speichel und Bakterien. Pankreas-
Amylase, z. B. vom Schwein, wurde weniger stark ge-
hemmt. Spater wurden auch in anderen Pflanzen, z. B.
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Bohnensamen''®'¥ und Kolokasien-Knollen''®, starke a-
Amylase-Inhibitoren gefunden, bei denen es sich um Pro-
teine und Glycoproteine handelt. Seit etwa 1970 werden
die pflanzlichen a-Amylase-Inhibitoren, vor allem diejeni-
gen aus Weizen, von mehreren Arbeitsgruppen sehr einge-
hend untersucht!'®. Besondere Extraktions-Verfahren un-
ter Anwendung wiBrig-alkoholischer Losungen bei niedri-
gen pH-Werten ergaben, ausgehend von Weizensamen-
Mehi oder - vorteilhafter - von Weizenkleber, Praparatio-
nen, die sich als potente Inhibitoren sowohl von Speichel-
als auch von Pankreas-o-Amylasen erwiesen!"”'®. Die
Hemmung von Pankreas-Amylase war mit einer derartigen
Priparation auch unter in-vivo-Bedingungen moglich. In
Stirke-Belastungsversuchen an Ratten, Hunden und ge-
sunden Probanden konnte gezeigt werden, daB3 der oral ap-
plizierte Inhibitor die aus der Stirkebelastung resultie-
rende postprandiale Hyperglykiamie!” und Hyperinsulin-
dmie dosisabhingig reduziert!'”-'*. Damit konnte ein neu-
es, von Puls!">2% entwickeltes Konzept fiir die Therapie
von Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus, Adi-
positas und Hyperlipoproteinidmie, Typ IV experimentell
erhirtet werden. Ein aufgrund dieser Ergebnisse eingelei-
tetes Screening von mikrobiellen a-Glucosidasen-Inhibito-
ren fiihrte zu neuen Wirkstoffen aus Mikroorganismen der
Ordnung Actinomycetales®", die verschiedenen Stoffklas-
sen angehoren. Unter anderem wurden o-Glucosidasen-
Inhibitoren gefunden, die sich als Glieder einer homolo-
gen Reihe komplexer Oligosaccharide (Pseudooligosac-
charide) erwiesen?2%*,

Die weite Verbreitung mikrobieller a-Amylase-Inhibito-
ren, vor allem bei Streptomyceten wurde in den letzten
Jahren von mehreren Arbeitskreisen bestétigt (vgl. Tabelle
4). Damit hat sich gezeigt, dall neue Suchtests im mikro-
biologischen Screening zu neuen Substanzklassen mit in-
teressanten biochemischen Wirkungen fiihren; das an
strukturellen Variationen so reiche Spektrum der mikro-
biellen sekundaren Metaboliten mit bisher vorwiegend an-
tibiotischen Wirkungen erhilt hierdurch neue Varianten.
Ahnliche Ergebnisse resultieren aus systematischen Unter-
suchungen, die seit etwa der zweiten Hélfte der sechziger
Jahre im Arbeitskreis von Umezawa®"! durchgefiihrt wer-
den; es wurden vor allem mikrobielle Inhibitoren von Pro-
teasen, Esterasen, Aminopeptidasen und Enzymen der Ad-
renalin-Biosynthese gefunden!*-2%,

o-Glucosidasen sind ubiquitir in Bakterien, Pilzen,
Pflanzen und Tieren vorkommende Hydrolasen. Defini-
tionsgemif katalysieren sie die Hydrolyse a-gilucosidi-
scher Bindungen. Je nach Spezifitit sind ihre Substrate
Oligo- und Polysaccharide.

Zur Zeit gibt es fast keinen Hinweis auf eine mogliche
biologische Funktion der in diesem Beitrag behandelten
mikrobiellen a-Glucosidasen-Inhibitoren. Sie sind einer-
seits von pharmazeutischem Interesse, andererseits liefern
sie einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis des Wirkungs-
mechanismus von a-Glucosidasen. Diese Inhibitoren wur-
den bisher iiberwiegend im Hinblick auf ihre Wirkung auf
solche a-Glucosidasen untersucht, die im Intestinaltrakt
von Sdugetieren vorkommen. 1m Pankreas (Bauchspeichel-
driise) gebildete und in den Diinndarm sezernierte a-Amy-

[*] postprandial = nach dem Essen auftretend; Hyperglykimie = iiber-
hohte Blutglucosewerte; Hyperinsulindmie = iiberhhte Blutinsulinwerte;
Diabetes mellitus = Zuckerkrankheit; Adipositas = Fettsucht.

Angew. Chem. 93, 738-755 (1981)

lase sowie diinndarmwandstindige Oligo- und Disacchari-
dasen mit Glucoamylase-, Maltase-, Isomaltase- und Sac-
charase-Spezifitit stehen somit als Reaktionspartner mi-
krobieller a-Glucosidasen-Inhibitoren im Vordergrund des
Interesses.

2. Amylasen und enzymatische Stirkehydrolyse

Das natiirliche Substrat der Amylasen ist Stirke, deren
Struktur, die besonders durch Anwendung enzymatischer
Methoden aufgeklirt wurde, und Metabolismus bekannt
sind®’-?%), Stiirke besteht aus einem Gemisch von Amylose
und Amylopektin. Molekiilausschnitte dieser beiden Be-
standteile (im allgemeinen 15-25% Amylose und 75-85%
Amylopektin) sind in Abbildung 1 wiedergegeben, und
ihre wichtigsten Eigenschaften sind in Tabelle 1 zusam-
mengestellt.

Tabelle 1. Eigenschaften von Stirke-Polysacchariden nach Manners [28].

Eigenschaft Amyiose Amyiopektin
Allgemeine Struktur im wesentli- verzweigt
chen unver-
Zweigt
Durchschnittliche Kettenliange [a] =~ 10° 20-25
Polymerisationsgrad [a] = 10° 10*-10°
Abbau zu Maltose [%)
a) mit a-Amylase =~ 100 ~90
b) mit f-Amylase =~ 70-100 ~55
¢) mit f-Amylase nach vorhergehender Be- 100 ~75
handlung mit einem ,,debranching enzy-
me* [b]
[a] D-Glucosereste. [b] Hefe-Isoamylase.
|
O~y CH,OH
0
HO
o CH,O0H
Q
HO
O CHOH
o
HO
CH,OH
& o) Amylose O GHOH
HO Sy o o
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HO o
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Gy
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Abb. 1. Molekiilausschnitte von Amylose und Amylopektin.

Amylose ist ein lineares (1—4)-a-Glucan, das aus helical
angeordneten Polysaccharidketten mit einem durchschnitt-
lichen Polymerisationsgrad von etwa 1000 Glucoseresten
besteht. Amylopektin hingegen ist ein hochverzweigtes Po-
lysaccharid mit einem wesentlich héheren Molekularge-
wicht (bis zu ca. 107) und einer baumartigen Struktur®”; es
besteht aus zwei Arten von (1—4)-a-Glucanketten mit
durchschnittlichen Kettenldngen von 20-25 bzw. Uber 50
Glucoseresten, die iiber «(l—6)-Bindungen miteinander
verkniipft sind. Insgesamt kann ein Amylopektinmolekiil
bis zu 100000 p-Glucosereste und 4000-5000 interchenare
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Abb. 2. Angriffsorte Stirke-abbauender Enzyme an einem Ausschnitt des
Amylopektinmolekiils.

o {1—6)-glycosidische Bindungen (und die gleiche Anzahl
individueller Ketten) enthalten (Abb. 1 und 2)'".
o-Amylasen (o {1—4)-p-Glucan-4-glucano-Hydrolasen,
EC 3.2.1.1) greifen als ,,Endoenzyme‘‘ das Substratmolekiil
- wie in Abbildung 2 fiir Amylopektin schematisch wieder-
gegeben - von innen her an und spalten Maltosereste her-
aus, die dabei in der a-Konfiguration entstehen. Amylose
wird so bis zu 100%, Amylopektin bis zu ca. 90% vorwie-
gend zu Maltose (1) abgebaut; daneben entstehen in gerin-

CII,OH
HO O
HO CH,OH
HO) o
HO
(1 HO “op

gem Umfang unter anderem auch Maltotriose und Gluco-
se. Beim Amylopektinabbau werden auBerdem noch soge-
nannte, in Abbildung 3 schematisch wiedergegebene o-
Dextrine®® gebildet, welche die urspriinglichen interche-
naren «o(l— 6)-glucosidischen Bindungen enthalten, die
durch a-Amylasen nicht gespalten werden.

Abb. 3. Typische a-Dextrin-Strukturen nach Manners [28]. O: a(1—4)-ver-
kniipfter D-Glucoserest; | : o (1—6)-interchenare Bindung; @: freie reduzie-
rende Gruppe.

B-Amylasen (a(l—4)-pD-Glucan-malto-Hydrolasen, EC
3.2.1.2), die in Pflanzen weit verbreitet sind, vom Sauge-
tierorganismus aber nicht gebildet werden, spalten (als
,,Exoenzyme*‘) aus Amylose und Amylopektin vom nicht
reduzierenden Ende her (vgl. Abb. 2) sukzessive Maltose-
reste ab, die durch Inversion in der -Konfiguration entste-
hen. Bei der Amylose ist dieser Abbau gelegentlich erst
nach Vorbehandlung mit einem ,,debranching enzyme** (z.
B. mikrobielle Isoamylase, Glycogen-6-glucano-Hydrola-
se, EC 3.2.1.68) vollstindig, bedingt durch die Existenz ei-
niger weniger Verzweigungspunkte im Molekil (vgl. Ta-
belle 1)*®, Der B-amylolytische Amylopektinabbau bleibt
selbst unter diesen Bedingungen unvollstindig (vgl. Ta-
belle 1), da die duBlersten Verzweigungsstellen weder ge-
spalten noch umgangen werden kénnen'#’-2%.,

Glucoamylasen (a{1—4)-p-Glucan-gluco-Hydrolasen,
EC 3.2.1.3), auch Exo-a.(1—4)-Glucosidasen, Amylogluco-
sidasen oder y-Amylasen genannt, sind vor allem in Mi-
kroorganismen weit verbreitet, kommen aber auch als

{*] Ein Amylopektinmolekiil enthilt nur einen reduzierenden Glucoserest.
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darmwandstindige Enzymkomplexe (siehe Abschnitt 3) im
Saugetierorganismus vor. Sie spalten vom nicht reduzie-
renden Ende her sukzessive Glucosereste ab (Abb. 2).

Die bereits erwdhnten ,,debranching enzymes*, die im
nativen Amylopektinmolekiil a{l1—6)-glucosidische Bin-
dungen spalten, kommen vor allem in Mikroorganismen
und Pflanzen vor. Entsprechende Enzyme des Sdugetieror-
ganismus werden nicht im Intestinaltrakt wirksam. Hier
wirken die intestinalen Oligo- und Disaccharidasen (Ab-
schnitt 3) auf o (1—6)-glucosidische Bindungen von Amy-
lopektin-Abbauprodukten.

Die a-Amylasen, die aus mikrobiellen, pflanzlichen und
tierischen Quellen erhalten werden konnen, gehoren zu
den am besten untersuchten Stirke-abbauenden Enzymen.
Die Hauptquellen fiir tierische a-Amylasen sind Pankreas-
Sekret und Speichel. Es wurden mehrere Formen (Isoenzy-
me) sowohl menschlicher Speichelamylase®"
(MG = 50000-53000) als auch von Schweinepankreas-
Amylase®? (MG ~51000-54000) beschrieben. Hier sind
Teilsequenzen der ca. 470 Aminosdurereste enthaltenden
Polypeptidkette bekannt.

Zur Aktivitdtsbestimmung von a-Amylasen und deren
Inhibitoren werden mehrere Methoden angewendet; zwei
davon sind in den Schemata 1 und 2 vorgestellt?" Die er-
ste, von Bernfeld®? eingefithrte Methode wird hiufig,
wenn auch vielfiltig modifiziert, angewendet. Die zweite
Methode, der ,,FIP-Test“, wird von der ,,Commission on
Enzymes* der Fédération Internationale Pharmaceutique
fir die Aktivitatsbestimmung von Pankreas-a-Amylase!
empfohlen. Auf weitere Tests, speziell fiir die Aktivitdtsbe-
stimmung pflanzlicher a-Amylase-Inhibitoren, wurde von
Whitaker et al.® und Marshall et al.?% niher eingegan-
gen.

Prinzip der Bestimmungsmethode nach Bernfeld [33]:

1) Hydrolyse l6slicher Stirke, 5 min bei 35°C, pH 6.9 (0.02 M Natrium-glyce-
rophosphat-Puffer, 0.001 M CaCl,).

2) Bestimmung der gebildeten reduzierenden Gruppen durch Umsetzung mit
3,5-Dinitrosalicylsiure-Reagens und Messung der Extinktion bei 540
nm.

Definition der Amylase-Einheit (AE):

1 AE=1 pVal Maltose/min.

Definition der Amylase-Inhibitor-Einheit (AIE):

1 AIE: Inhibitormenge, die nach 10 min Vorinkubation mit dem Enzym (bei
35°C, pH 6.9) 2 AE zu 50% hemmt.

Schema 1. a-Amylase-Aktivitit.

Prinzip der Bestimmungsmethode nach F.L.P. [34]; Modifikation des Tests

nach Willstitter (R. Willstitter, G. Schudel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 51, 780

(1918)):

1) Hydrolyse 18slicher Stirke bei pH 6.8 und 25°C (in Gegenwart von
NaCl).

2) Titration der gebildeten reduzierenden Gruppen mit Iod in alkalischer
Lésung.

Definition der Amylase-Einheit nach F.I.P. (FIP-AE):

1 FIP-AE: Enzymmenge, die unter den Testbedingungen Stirke mit einer
solchen Anfangsgeschwindigkeit spaltet, daB pro min I Mikrodquivalent glu-
cosidische Bindungen hydrolysiert wird.

Definition der ,,F.I.P.-Amylase-Inhibitor-Einheit* (FIP-AIE)

1 FIP-AIE: Inhibitormenge, die nach Vorinkubation mit dem Enzym 2 FIP-
AE zu 50% hemmt.

Schema 2. a-Amylase-Aktivitit.

3. Intestinale Oligo- und Disaccharidasen,
ihre Substrate und die Bestimmung ihrer Aktivitiit

Wihrend Pankreas-a-Amylase nach der Nahrungsauf-
nahme aus der Bauchspeicheldrise in das Duodenum

Angew. Chem. 93, 738-755 (1981)



(Zwolffingerdarm) abgegeben wird und - von einer teil-
weisen Adsorption an die Diinndarmwand abgesehen -
ihre Wirkung (die Einleitung der intestinalen Stirkever-
dauung) in freier Form im Diinndarmlumen entfaltet, sind
die intestinalen Oligo- und Disaccharidasen feste Bestand-
teile der Zellmembran des ,,Biirstensaums* (,,brush border
region) der Diinndarmwand. Diese darmwandstindigen
Glycosid-Hydrolasen, die nur zu einem geringen Teil in
das Darmlumen abgegeben werden, wirken ganz iberwie-
gend in membrangebundener Form. lhre Eigenschaften
und ihre Wirkungsweise sowie der molekulare Wirkungs-
mechanismus der Saccharase werden in einer Ubersicht
von Semenza®” eingehend behandelt. Diese Enzyme sind
in Tabelle 2 aufgelistet, wobei Trehalase, Lactase und He-

Tabelle 2. Oligo- und Disaccharidasen des Diinndarms [37].

Bezeichnung EC-Nr.

3.2.1.20 bzw. 3.2.1.3
3.2.1.48 bzw. 3.2.1.20
3.2.1.10 bzw. 3.2.1.20

Maltasen-Glucoamylasen (y-Amylasen)
Saccharase-Maltase

Isomaltase-Maltase

Grenzdextrinase [40] (,,a-limit dextrinase*)
Trehalase 3.2.1.28

Lactase und Hetero-B-glucosidase 3.2.1.23 und 3.2.1.62
(Phloridzin-Hydrolase)

tero-p-glucosidase hier mehr der Vollstdndigkeit halber
aufgenommen wurden.

Maltasen-Glucoamylasen, auch y-Amylasen genannt,
lassen sich wie die anderen membranstidndigen Glucosida-
sen durch Solubilisieren einer Darmschleimhaut-Priapara-
tion mit Papain und anschlieBende Chromatographie in
homogener Form gewinnen. Ein Praparat humaner Prove-
nienz ist ein Glycoprotein mit einem Kohlenhydratgehalt
von 32-38% und einem Molekulargewicht fiir den Prote-
inanteil von ca. 220 000"%., Substrate sind Maltose (1), Mal-
totriose und hohere o (1—4)-Glucane bis zu Amylose und
Amylopektin (Stirke); es wird vom nicht reduzierenden
Ende her abgespalten (vgl. Abb. 2), wobei Glucose in der
o-Pyranoseform entsteht. Die Spaltung verlduft umso ra-
scher, je kleiner das Substratmolekiil ist - im Gegensatz
zur Spaltung von Poly- und Oligosacchariden durch Pan-
kreas-a-Amylase, die durch Maltose bereits leicht ge-
hemmt wird. Maltasen-Glucoamylasen verbessern also die
Effektivitit der Pankreas-Amylase. Sie werden durch 2-
Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol (Tris) kompetitiv
inhibiert.

Der Saccharase-Isomaltase-Komplex, der zu den am be-
sten charakterisierten intestinalen Oligo- und Disacchari-
dasen gehort, kann entweder durch Solubilisieren des
Diinndarmmucosa-Materials mit Proteasen (Papain) oder
Detergentien (Triton X-100, Natriumdodecylsulfat (SDS))
erhalten werden. Der Komplex ist ein Glycoprotein mit ei-
nem Kohlenhydratanteil von ca. 15% und einem Moleku-
largewicht fiir den Proteinanteil von ca. 220000. Durch
verschiedene Methoden 146t sich der Komplex in zwei Un-
tereinheiten spalten: eine Saccharase-Maltase und eine
Isomaltase-Maltase. Beide Untereinheiten enthalten je-
weils ein aktives Zentrum, mit Saccharase- und Maltase-
Spezifitit bzw. mit Isomaltase- und Maltase-Spezifitit.
Beim Saccharase-lsomaltase-Komplex aus menschlicher
Diinndarmmucosa gelingt die Spaltung mit B-Mercapto-
ethanol und Harnstoff®*®. Die beiden Untereinheiten ha-
ben dhnliche Aminosiurezusammensetzungen, und beide
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setzen Glucose in der a-Pyranoseform frei. Die Sacchara-
se-Maltase-Untereinheit spaltet Saccharose (2), Maltose
(1), Maltotriose und hhere Oligosaccharide. Substrate fiir

CH,OH CH,0OH
HO 2 CH,O0H Ho R
2 HO
HO HO 0. OH HO
(2) 0 Q (3
CH,OH CHy
HO HO
HO

HO ™CH

die Isomaltase-Maltase-Untereinheit sind auBer Maltose
(1) und Isomaltose (3) auch andere Oligosaccharide mit
o.(1-6)-glucosidischen Bindungen wie Isomaltulose, Iso-
maltotriose, a-Dextrine (vgl. Abb. 3) und hohere Grenz-
dextrine. Beide Untereinheiten werden durch Tris kompe-
titiv gehemmt. Nach Untersuchungen von Marshall et
al.®" ist auBer der Isomaltase-Maltase noch eine weitere
als Grenzdextrinase (,,limit dextrinase‘*) bezeichnete a-
Glucosidase der Diinndarmwand zu fordern, die o (1—6)-
glucosidische Bindungen spaltet.

Die Funktion der intestinalen a-Glucosidasen ist zum
einen der weitere Abbau von Oligosacchariden (Maltose,
Maltotriose, a-Dextrine, Isomaltose etc.), die durch Pan-
kreas-a-Amylase aus der mit der Nahrung zugefiihrten
Stirke gebildet werden, bis zur absorbierbaren Glucose,
die dann im Intermediirstoffwechsel verwertet wird. Zum
anderen liegt ihre Funktion im Abbau von mit der Nah-
rung zugefithrten Oligosacchariden wie Saccharose zu ab-
sorbierbaren Monosacchariden wie Glucose und Fructose.
In vivo sind diese Vorginge recht komplex und noch nicht
bis ins allerletzte Detail aufgeklart. Eine kiirzlich von Se-
menza verfaBte Ubersicht®” behandelt den letzten Stand
der Kenntnisse und offene Fragen auf diesem Gebiet.

Bei der Bestimmung der Aktivitit intestinaler Oligo- und
Disaccharidasen und deren Inhibitoren werden meist
durch Solubilisierung von z. B. Schweinediinndarmmucosa
gewonnene Enzympriparationen'*? verwendet. Die Spezi-
fitat des betreffenden Tests wird durch das Substrat (Sac-
charose®***) Maltose!*¥, Isomaltose™¥, 16sliche Stirke!**,
,Dextrin® (gewonnen durch erschopfenden Abbau von
Glycogen mit Pankreas-Amylase)“**%) gegeben. In
Schema 3 ist beispielhaft die Bestimmung der Saccharase-
aktivitdt und deren Hemmung skizziert™**".

Prinzip der Bestimmungsmethode [43b]:

1) Hydrolyse von 0.2M Saccharose, 20 min bei 37°C, pH 6.25 (0.1 M Natri-
um-maleinat-Puffer).

2) Bestimmung der gebildeten Glucose mit Glucose-Dehydrogenase-Rea-
gens (in 0.5 M Tris-Puffer, pH 7.6), 30 min bei 37 °C und Messung der Ex-
tinktion bei 340 nm.

Prinzip des Saccharase-Inhibitionstests [43b]:
Bestimmung der Restaktivitidt nach 10 min Vorinkubation des Enzyms mit
dem Inhibitor bei 37°C, pH 6.25.

Schema 3. Saccharase-Aktivitat.

4. Vorkommen und Zusammensetzung
mikrobieller a-Glucosidasen-Inhibitoren

Vor etwa zehn Jahren begann man mit der Suche nach
mikrobiellen a-Glucosidasen-Inhibitoren; sehr bald wur-
den in fast allen Gattungen der Ordnung Actinomycetales,
von denen zahlreiche Stimme zur Verfiigung standen, ent-
sprechende Aktivititen - vor allem gegen Schweinepankre-
as-a-Amylase und Schweinediinndarm-Saccharase - ge-
funden?"-2%, Besonders verbreitet sind die Inhibitoren bei
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Stammen aus der Familie der Actinoplanaceen'’), vor allem
der Gattungen Actinoplanes, Ampullariella und Streptospo-
rangium. Tabelle 3 gibt ausschnitthaft Ergebnisse dieser

Tabelle 3. Vorkommen von Amylase- und Saccharase-Inhibitionen bei Stim-
men verschiedener Gattungen [25].

Gattung Anzahl der Zahl der wirksamen Stimme
getesteten gegen
Stimme Schweine- Schweine-
pankreas- diinndarm-
Amylase Saccharase
Streptomyces 85 3 2
Actinoplanes 220 43 24
Streptosporangium 161 18 24

Tabelle 4. Vorkommen und Zusammensetzung mikrobijeller Inhibitoren von
Siugetier-a-Glucosidasen (nach Publikationsdaten chronologisch geord-

net).
Vorkommen Zusammensetzung  Spexzifitat Lit.
Actinomyceten Proteine, Speichel- und 21, 23]
verschiedener komplexe Oligo- Pankreas-a-Amylase,
Gattungen saccharide Glucoamylasen, inte-
stinale Oligo- und
Disaccharidasen
Streptomyces kohlenhydrathaltige Speichel- und [47-50}
Slavochromogenes Polypeptide (Inhi-  Pankreas-Amylase,
bitoren A, B, B, C) bakterielle a-Amy-
lasen, Rhizopus-Glu-
coamylase
Streptomyces N-haltiges Oligo- Speichel- und [51-531
diastaticus var. saccharid (Amylo- Pankreas-Amylase,
amyplostaticus statin, S-Al) mikrobielle
«-Amylasen,
Malz-Amylase,
Rhizopus-Amylase
Streptomyces saures Polypeptid,  a-Amylasen {54]
Sfradiae MG = 6500
(Inhibitor X 2)
Bacillen, Nojirimycin, intestinale Sauge- [44,
Streptomyceten 1-Desoxynojirimycin tier-Oligo- und 55-63]
Disaccharidasen,
B-Glucosidasen aus
Pflanzen und Pilzen
Streptomyces spec. glucosehaltiges Speichel- [64]
Oligosaccharid, a-Amylase,
MG = 600 Glucoamylase
Streptomyces Glycopeptid, a-Amylasen, [65]
calidus reich an Lysin Maltase und
und Glucose Saccharase des
Verdauungstraktes
Streptomyces Polypeptid, tierische {66, 67]
rendae MG = 7400 o-Amylasen
Streptomyces N-haltige a-Amylase, {68]
spec. Oligosaccharide Saccharase, Maltase
(Aminozucker)
Streptomyces N-haltige Oligo- mikrobielle und [69]
calvus saccharide, MG ~ Sdugetier-a-Amyla-
950-1050, 650-700  sen, mikrobielle
(Inhibitoren Glucoamylase
TAI-A bzw. TAI-B)
Streptomyces ,Aminozucker-Deri- o-Amylase {70]
dimorphogenes vate* (Trestatine
A, B, C)
Streptomyces Proteine, Pankreas- [71, 72a]
griseosporeus MG = 8500 a-Amylase
(Inhibitoren
Haim 1 und 1I)
Streptomyces schwach basische intestinale Sduge- [72b]
myxogenes Oligosaccharide tier-a-Glucosidase

(SF-1130-X,-X3,-X3) und -Saccharase

[*] Diese bis dahin wenig auf Sekundirstoffbildung untersuchten Stamme
wurden von 4. Henssen und D. Schdfer, Fachbereich Botanik der Universitat

Marburg, isoliert.
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Untersuchungen wieder™™. Auffallend ist die relativ groBe
Hiufung der Wirkungen bei Actinoplanes und Streptospo-
rangium. Manche Stimme zeigten Wirkungen gegen ein-
zelne o-Glucosidasen, andere waren gegen mehrere wirk-
sam. Die Anreicherung von a-Amylase-Inhibitoren fihrte
zu zwei Wirkstoffgruppen!®->);

a) Inhibitoren mit Polypeptid-Charakter, die hitzelabil so-
wie schwer oder nicht dialysierbar sind und sich durch
Behandlung mit Trypsin, Harnstoff oder B-Mercapto-
ethanol inaktivieren lassen;

b) Inhibitoren, bei denen es sich um komplexe Oligosac-
charide handelt und die besonders eingehend untersucht
wurden (siche Abschnitt 5). Sie sind stabil gegen Hitze
(bei pH 7), Sdure (bis pH 2), Alkali (bis pH 12) und zum
Teil dialysierbar. In dieser Gruppe finden sich aufler a-
Amylase-Inhibitoren auch Inhibitoren von Oligo- und
Disaccharidasen des Intestinaltraktes von Sdugetieren.
Das Vorkommen der a-Amylase-Inhibitoren, die in den

folgenden Abschnitten niher besprochen werden, beson-

ders bei Streptomyceten ist in den letzten Jahren immer

wieder bestétigt worden (Tabelle 4).

5. Acarbose
und homologe pseudooligosaccharidische
a-Glucosidasen-Inhibitoren

Wie in Abschnitt 4 erwidhnt, wurde in Kulturfiltraten
von Actinomyceten eine neuartige Substanzklasse sekun-
darer Metabolite mit stark ausgeprigter Hemmwirkung
vorwiegend gegeniiber intestinalen a-Glucosidasen von
Saugetieren gefunden?’-**, Bei diesen Inhibitoren handelt
es sich um Glieder einer homologen Reihe von Pseudooli-
gosacchariden, deren allgemeine Formel (4) in Tabelle 5
wiedergegeben ist.

Tabelle 5. Naher charakterisierte pseudooligosaccharidische a-Glucosida-

sen-Inhibitoren der allgemeinen Formel (4).

CH,OH CHOH CH3 CH,OH
o 0 )—o
O+H
it o A0H -0 @ NA\OH O,Ww
H
OH OH OH OH
\ m n

(4)

Bezeichnung m n  Struktur- Lit.
formel
Komponente 2 4] 1 (6) [25, 46}
Komponente 3 (Acarbose, BAY g 5421) 4] 2 (5) [23, 25,
43b, 46]
Komponente 4-Isomer [a] 1 2 (27) 125, 46]
Komponente 5-Isomer [b] 2 2 (28) {25, 46]
Komponente 6-Isomer {c} 3 2 (30) [25, 46]

[a] Hauptanteil des Isomerengemisches mit m+n=3. [b] Hauptanteil des [so-
merengemisches mit m# n=4. [c] Hauptanteil des Isomerengemisches mit
m+n=>5 ’

Charakteristisch fiir diese Inhibitoren ist ein fiir die
Hemmwirkung essentielles Kernstiick (,,core*), das aus ei-
ner ungesittigten Cyclitol- (Hydroxymethylconduritol-
Rest) und einer 4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucopyranose-
Einheit (4-Amino-4-desoxy-D-chinovose-Rest) aufgebaut
ist. Dieses ,,core** ist mit einer unterschiedlichen Anzahl
von Glucoseresten wie in den natiirlichen Substraten (z. B.
Amylose, Maltose) der gehemmten o-Glucosidasen
a(1—4)-verkniipft. Im Cyclitolteil der Molekiile sind die
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Substituenten stereochemisch dhnlich wie in einer a-b-
Glucopyranose-Einheit angeordnet.

Einzelne Glieder dieser homologen Reihe wurden ent-
weder in einheitlicher Form oder als schwer trennbare Iso-
merengemische isoliert und nidher charakterisiert (Tabelle
5). Am eingehendsten untersucht - sowohl im Hinblick auf
ihre Mikrobiologie'*®, Chemie, Biochemie"****¢"*1 und
Pharmakologie™*> 7+ 1% als auch beziiglich ihrer medizi-
nisch-klinischen Anwendung!”>’® - wurde Komponente 3
(5). Sie erhielt die Priifbezeichnung BAY g 5421 und den
,.generic name** Acarbose*®),

CH,0H
HO o, CH,
HO" o HN O
HO™ HO o « GH20H
[e) O
C
HO HO b H,0OH
[o) 0]

Acarbose (5) HO™no OH

Derartige pseudooligosaccharidische a-Glucosidasen-
Inhibitoren wurden erstmals in Kulturbrithen des Actino-
planes-Stammes SE 501 nachgewiesen. Hier wurden so-
wohl Inhibitoren von a-Amylase aus Schweinepankreas
als auch von einer Saccharase-Priparation aus Schweine-
diinndarm-Mucosa gefunden. Die inhibitorische Aktivitit
der Kulturbrithen gegeniiber a-Amylase oder Saccharase
kann in einem weiten Bereich variieren, abhéngig von den
gewihlten Kulturbedingungen*,

Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, ist die Zusammensetzung
der Kohlenstoffquelle des Ndhrmediums von entscheiden-
der Bedeutung fiir die produzierten inhibitorischen Aktivi-
taten. Glucose und Maltose enthaltende Medien ergeben
besonders hohe Titer an Saccharase-Inhibition, wihrend
Stirke enthaltende Medien zu hochsten Gehalten an a-
Amylase-Inhibitoren fiithren'”®. Diese Tendenz konnte
durch Selektion natiirlicher Varianten des Stammes SE 50
verstirkt werden. So produziert der Substamm SE 50/13 in
einem Stirke enthaltenden Medium Amylase-Inhibitor-Ti-
ter von ca. 35000 FIP-AIE/mL und nur sehr geringe Sac-
charase-inhibitorische Aktivititen, Dagegen produziert der
Stamm SE 50/110 in einem Maltose enthaltenden Medium
Saccharase-Inhibitor-Titer von ca. 60 SIE/mL, wihrend
nur ein Amylase-Inhibitor-Titer von ca. 760 FIP-AIE/mL
erreicht wird®*,

Tabelle 6. Kohlenstoff-Erndhrung und Inhibitorproduktion des Actinoplanes-
Stammes SE 50 [25].

Kohlenstoffquelle Titer nach 4 d

SIE
SIE/L AIE/mL —x 1073

AlIE
Glycerin 3% 160 100 1.6
Galaktose 3% 1100 100 1
Maltose 3% 5500 1000 5.5
Cellobiose 3% 1300 220 6
Glycerin 1%+ Glucose 2% 2700 120 22
Galactose 1%+ Glucose 2% 2700 120 22
Maltose 1%+ Glucose 2% 6600 200 33
Cellobiose 1%+ Glucose 2% 2200 105 21

[*] Dieser Stamm wurde von A. Henssen und D. Schdfer, Fachbereich Bota-
nik der Universitit Marburg, isoliert.
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Bilanz

Abb. 4. Mikrobiologische Gewinnung eines o-Amylase-Inhibitor-Standard-
priparates (BAY ¢ 4609) [21, 85].

Abbildung 4 gibt eine schematische Ubersicht iiber die
Gewinnung eines angereicherten Inhibitorgemisches wie-
der, das vorwiegend aus solchen Gliedern der homologen
Reihe der allgemeinen Formel (4) besteht, die a-Amylase
stark inhibieren. Die durch fraktionierende Fillung des
Kulturfiltrats mit Methanol und Ethanol erhaltene Pripa-
ration hemmt in starkem MaBe a-Amylasen aus menschli-
chem Speichel und Pankreas sowie aus Schweinepankre-
as”®’l, Sie diente unter anderem auch als Standardpriparat
fiir pharmakologische™*?” und klinische”® Untersuchun-
gen. Ihr Molekulargewichtsbereich ist durch die Fillungs-
bedingungen (l6slich in 50proz. CH;OH, fillbar aus einem
Gemisch von C,H;O0H, CH;0H und H,0, 84 :8:8) einge-
grenzt. Die Analyse der Oligomerenverteilung dieses Ge-
misches aus hemmaktiven und inerten Oligosacchariden
durch Gelchromatographie an Bio-Gel P-62? ergab zwei
hemmaktive Anteile unterschiedlicher Molekulargewichts-
bereichel?*-46],

Der hohermolekulare Anteil (geschitztes MG 6000-
8000) wurde noch nicht niher untersucht. Chromatogra-
phie des niedermolekularen Anteils an Bio-Gel P-2 ergab
eine hemmaktive Fraktion beim Elutionsvolumen einer
Maltononaose (MG = 1477). Dieser Anteil besteht vorwie-
gend aus einem Isomerengemisch der Komponenten 7 und
8 (vgl. (4), m+n=6 bzw. 7). Daneben sind in geringen
Mengen auch die Komponenten 3 bis 6 [(4), m+n=2, 3, 4,
5] enthalten®. Durch Chromatographie dieser Fraktion
an stark sauren lonenaustauschern konnte eine weitge-
hend von inerten Kohlenhydraten freie Priparation des
Inhibitorengemisches mit einer spezifischen Aktivitit von
15-10° FIP-AIE/g erhalten werden. Das bedeutet eine
etwa fiinffache Steigerung der spezifischen Inhibitoraktivi-
tdt im Vergleich zum Ausgangsmaterial (BAY e 4609)1*),

Hydrolysiert man das rohe a-Amylase-Inhibitorenge-
misch (BAY e 4609) mit 0.5~ Salzsiure bei 100°C, so ist
eine sukzessive Abnahme der a-Amylase-Inhibitor-Aktivi-
tat zu beobachten, die mit einer entsprechenden Zunahme
einer Saccharase-Inhibitor-Aktivitit einhergeht!?3-43>-80],
Nach Durchlaufen eines Maximums (ca. 45 min nach Hy-
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Fermentation des Actinoplanes -Stammes SE 50/13 Yolumen | AIE/mL | Gesamt-| Ausb.
3d; Nahrlosung: Starke, Hefeextrakt , Salze [md | tnach | akt. | [%]
FI1P) | [AE)
| Kulturbriihe 6000 |35-10%|21-%8| 100
pH 25 +A-Kohle
1510000 Upm
‘ o
Sediment Uberstand 5100 |34 04 17-08| &1
{Mycel+A-Kohle} o
verwerfen Einengen
auf 1/10 des
+ Yolumens
[ sonzentrat | 500 |32-105|16 10| 7
Vorfallung
mit 0.8 Vol CHaOH
1 5'5000 Upm
Sediment Uberstand 850 |15-10%13.10%| 62
[ Starke, Dextrine} ::
verwerfen Fallung mit
I 10Vol TH;0H
Filtrat Riickstand g | 310812108 %
fa-Amylase-Inhibitor } AlE/g
verwerfen
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Abb. 5. Verteilungschromatographie (Cellulose) eines Hydrolysates des a-
Amylase-Inhibitorpriparates BAY e 4609 [46]. System: Pyridin/Ethylacetat/
Essigsdure/Wasser (36/36/7/21); Sdule: 1.6 x 185 cm; Durchlauf: 25 mL/h;
Fraktionen 4 8 mL. Ordinate: Prozent Saccharase-Hemmung durch 10 uL
der betreffenden Fraktion.

drolyse-Beginn) erfolgt im weiteren Verlauf auch ein Ab-
fall der Saccharase-Inhibitor-Aktivitit bis auf minimale
Werte (totale Zersetzung der Inhibitoren). Mit Diinn-
schicht- und Hochdruckfliissigkeitschromatographie lief
sich zeigen, daB im Verlaufe der Hydrolyse unter stetig zu-
nehmender Abspaltung von Glucose-Resten die ganze ho-
mologe Reihe der inhibitorisch aktiven Komponenten
durchlaufen wird®*. Eine nach 1 h erhaltene Lésung mit
hoher Saccharase-hemmender und minimaler a-Amylase-
hemmender Wirkung wurde eingehender untersuchte,
Durch Adsorption an Aktivkohle und fraktionierende De-
sorption gelang die Abtrennung inhibitorisch aktiver Kom-
ponenten von den iibrigen Produkten (hauptsachlich Glu-
cose und Maltose). Durch Verteilungschromatographie an
Cellulose (vgl. Abb. 5) und nach weiterer Reinigung durch
Gel-Chromatographie an Sephadex G-15 konnten vier

CH,0H
HO
HOMC CH,
HN o
Komponente 3 (5) HOMEN  cHoH
{Acarbose) °
HOMOR)  CH,OH
o
CH,OH ® HO
O H, 0 OH “on
HO
OH CH,

HN = -0
Komponente 2 (6) HM CH,0OH
0] 0
HM_‘
ol

H "OH
/ CH,OH R
2 HO o
@
[ro ™ J\‘ l“)o H/M—\ﬂ
Ho\/(\\ H ™o
OH CH,4
HN Y\~ O
HM
OH oM
+ CH,OH
HO o

Pseudodisaccharid (7)

Ho OH
OH

CH,0H

HO + H,0

Ho O N
oHon
CHs

OH

Komponente 1 {8)

Abb. 6. Saure Hydrolyse der Komponente 3 (5) (Acarbose) [46]).
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reine Komponenten (1-4: Komponente 1 aus Fraktion 1
der Verteilungschromatographie, Komponente 2 aus Frak-
tion 2 usw.) mit unterschiedlicher Saccharase-Hemmwir-
kung, die bei Komponente 1 nur noch sehr schwach ausge-
prigt ist, erhalten werden. Durch saure Hydrolyse 146t sich
jeweils ein Glucoserest aus den Komponenten 2-4 abspal-
ten; dabei entsteht — wie in Abbildung 6 am Beispiel der
Komponente 3, Acarbose (5), gezeigt - die jeweils niedri-
gere Komponente. Das Endprodukt Komponente 1 (&) 1aBt
sich unter diesen Bedingungen nicht weiter umwan-
deln®?>#¢7 Die komplette saure Hydrolyse von 100 g des
Rohpriparates BAY e 4609 ergibt etwa 500 mg (8). Die
Ausbeute an héheren Komponenten, die nach Kurzzeit-
Hydrolyse entstehen, liegt in der gleichen GroBenord-
nung®. Bei Komponente 1 (8) handelt es sich um einen
Tricyclus, dessen Struktur durch Abbaureaktionen, Deri-
vatisierungen und spektroskopische Untersuchungen auf-
geklart wurde®®>79), (8) bildet sich dadurch, daB nach Ab-
spaltung eines Glucoserestes aus Komponente 2 (6) der

CHzOH

CHZ0H
g _—
OH oYy N CH; HO
— HC\¢H
(7) no—>7 ] OH bron
9 o,
OH
GraOH CH0H
+HO!
-H0 HO o N ~HCI HO
HO 2 Ho=" O
H
CHOH
(10) « o (8) V_{?HOH
OH CHg
oM

Abb. 7. Umwandlung des instabilen Pseudodisaccharids (7} in ein Pyrrolidin-
Derivat (9) und dessen Dehydratisierung zu Komponente 1 (8).

freigesetzte Aminozucker (7) in der Pyranoseform nicht
stabil ist. Es ist bekannt, daB sich 4-Aminopyranosen wie
(7) in Pyrrolidin-Derivate umlagern und dann in saurer
Losung sehr leicht Wasser abspalten (Abb. 7). Die ungesit-
tigte Verbindung ({10) stabilisiert sich anschlieBend durch
Addition einer benachbarten Hydroxygruppe der Cyclitol-
Einheit an die CN-Doppelbindung. Das nichtkristalline,
tricyclische Kondensationsprodukt (8) wird sehr glatt mit
NaBH, unter Offnung des 1,3-Oxazolidinrings reduziert
(Abb. 8). Das erhaltene Aminocyclitol (11) ist unwirksam
gegen a-Amylase und Saccharase, obwohl der Cyclitolteil
des Molekiils gegeniiber den hochaktiven Komponenten
2-6 der homologen Reihe unverindert ist. Daraus folgt,
daB die ungesittigte Hydroxymethylconduritol-Einheit al-

CH20H GHgOH

N.
" XOH \OH
CHOH CHi
v
8 (IJH:. mn CHg
OH OH
o
HO-CH
PH; HO% + n
H
HO™HO (17 (13)
validato! OH

Abb. 8. Reduktion von Komponente 1(8) mit NaBH, zum Aminocyclitol (11)
und dessen katalytische Hydrierung [73]).
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lein fir die Wirkung nicht ausreicht. Durch Hydrogenolyse
am Platinkontakt 148¢ sich (11) in die Hauptprodukte Vali-
datol (12)®" und das Pyrrolidin-Derivat (13)"* spalten.
Validatol (12) wurde auch durch Abbau des Antibioticums
Validamycin A (14) erhalten!®'-82,

CH,OH CH,OH
HO HO
HO"Ho Nu HO"Ho \u
CH;OH CH,OH
o OH
HO o mHzOH HO™ 56
(14) HOML 5N-OH (15)

Weder Validamycin A (I4) noch Validoxylamin A
(15)®% hemmen o-Amylase oder Saccharase, obwohl sie
als Baustein die ungesittigte Hydroxymethylconduritol-
Einheit enthalten. Durch mikrobiellen Abbau von Valida-
mycin A (14) mit Pseudomonas maltophila erhaltenes Vali-
enamin'®!(16) erwies sich als schwach wirksamer Sacchara-
se-Inhibitor!™3C],

CH,OH

HO (16)
HO—3o Nm,

Durch Selektion geeigneter Stimme und Optimierung
der Kulturbedingungen sind die einzelnen Komponenten
der homologen Reihe pseudooligosaccharidischer o-Glu-
cosidasen-Inhibitoren wesentlich leichter und in héheren
Ausbeuten zuginglich®%-8 als durch die saure Hydro-
lyse der Priparation BAY e 4609. Unter Verwendung von
Glucose und Maltose im Kulturmedium des Actinoplanes-
Stammes SE 50/110%% wurden Kulturbrithen mit hohen
Saccharase-Inhibitor-Titern erhalten, aus denen sich die
Inhibitoren an Aktivkohle adsorbieren lieBen. Fraktionie-
rende Desorption mit steigender Ethanolkonzentration
fuhrte zu einer Rohpridparation, die durch Ionenaus-
tauschchromatographie (Abb. 9) weiter gereinigt werden
konnte™®. Die Fraktionen C bis E sind zum Teil mit den
durch saure Hydrolyse von BAY e 4609 erhaltenen Kom-
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Abb. 9. Ionenaustauschchromatographie einer rohen Saccharase-Inhibitor-
priparation aus dem Stamm SE 50/110 [46]. Bedingungen: Dowex
50 W x4 H® (200-400 mesh); Saule: 0.9 x 60 cm; Elution mit 107>N Salz-
siure bis Fraktions-Nr. 20, anschlieBend linearer Gradient mit zunehmender
NaCl-Konzentration in 10> N Salzsiure; DurchfluB: 30 mL/h, Fraktionen a
7.5 mL; linke Ordinate: SIE/mL (- --); rechte Ordinate: NaCl-Konzentra-
tion [M} (—).

[*] Hemmung anderer a-Glucosidasen siehe [84b].
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ponenten 2-4 identisch. Der Hauptanteil, ca. 80% der aus
dieser Fermentation gewonnenen Saccharase-Inhibitoren
(Fraktion D, Abb. 9), erwies sich als identisch mit Kompo-
nente 3 (Acarbose) (5). Die Fermentationsausbeute an
Acarbose lag bei ca. 600 mg/L Kulturbrithe. Fraktion E
konnte als die um eine Glucose-Einheit drmere Kompo-
nente 2 identifiziert werden. Fraktion C hat die gleiche Zu-
sammensetzung wie die oben erwihnte Komponente 4,
und die Fraktionen A und B enthalten Isomerengemische
der héheren Komponenten 6 und 5.

Weiteren Aufschlufl iiber die fiir die a-Glucosidase-In-
hibition essentiellen Bestandteile von Acarbose und damit
auch der anderen Komponenten ergab die Hydrogenolyse-
Reaktion mit Pt/H, (Abb. 10); durch Spaltung der allyli-

CHZOH ) CH3 CH0H CH0H

Q Q Q on PUH,
OH o OH o OH o 20
OH

oH oM
CHy
HaN o
HO>T0 CHz0H
o 0
Ho> L CHZ0H
o Q

(17)

HO~no OH

Abb. 10. Hydrogenolytische Abspaitung des basischen Trisaccharids (17) bei
der katalytischen Hydrierung von Acarbose (5) [73].

schen C—N-Bindung 14Bt sich der Cyclitolrest entfernen,
ohne daB} das Restmolekiil verandert wird?. Das basische
Trisaccharid (77)1 zeigt keine inhibitorische Wirkung ge-
geniiber a-Amylase oder Saccharase, d. h. der Aminozuk-
ker allein ist fiir die Wirkung nicht entscheidend. Da auch
der ungesittigte Cyclitolrest allein fiir die Hemmwirkung
nicht ausreichend ist, muB der aus beiden Bausteinen auf-
gebaute Pseudodisaccharidanteil fiir die Wirkung essen-
tiell sein. Die Spaltung der allylischen C—N-Bindung ist
nur eine, wenn auch bevorzugte Reaktionsmoglichkeit des
Molekiils. Auch die beiden allylischen C—O-Bindungen
werden leicht hydrogenolytisch gespalten (Abb. 11); dane-
ben kann die Doppelbindung hydriert werden. Dabei ist
mit der Bildung zweier diastereomerer Produkte mit L-ido-
(18) und p-gluco-Konfiguration (19) zu rechnen. Da auch
mehrere dieser Reaktionen nacheinander ablaufen kon-
nen, entsteht bei der katalytischen Hydrierung der Acar-
bose (5) ein komplex zusammengesetztes Produktgemisch,
das tber Kationenaustauscher in der H®-Form zunéchst in
basische und nichtbasische Bestandteile getrennt wurde.
Jede der beiden Hauptfraktionen wurde dann weiter chro-
matographisch gereinigt.

CHj CH20H CH20H
Q (o]
H
OH o OH o OH OH {5)
OH OH OH
CHo0H
L-ido (18} ro Ko (191 0- gt
Hom o g
HO HO

Abb. 11. Reaktionsméglichkeiten der Acarbose (5) bei der katalytischen Hy-
drierung unter Erhaltung der Pseudotetrasaccharid-Struktur [73].

[*] (77) wurde nach Acetylierung in einer Acetolysereaktion in die drei Mo-
nosaccharidbausteine zerlegt und somit auf bekannte Verbindungen zuriick-
gefithrt {73]).
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An basischen Produkten (Abb. 12) wurden neben dem
unwirksamen Trisaccharid (17) zwei Verbindungen mit
Pseudotetrasaccharid-Struktur isoliert, die durch einfache

CHy CHOH  CHOH
0, o
HzNOH 0AH N ACH on |77}
OH OH oM
QH;OH CHy CHzOH CH0H
ba Q Q 0
m@\u OH N ACH Mo ADH OH {201 bzw.iZ7)
OH OH OH OH
CH3 CHOH CH;OH
@ Q Q o 122

Abb. 12. Basische Produkte der katalytischen Hydrierung von Acarbose (5)
[73].

Absittigung der Doppelbindung im Cyclitolrest entstan-
den waren. Verbindung (20), diejenige mit L-ido-Konfigu-
ration im Cyclitolteil, zeigte keine Hemmwirkung mehr ge-
gen a-Amylase und Saccharase, Verbindung (21) mit D-glu-
co-Konfiguration im Cyclitolteil war zwar wirkungslos ge-
gen a-Amylase, zeigte aber noch eine gute Wirkung gegen-
iiber Saccharase. (22), in dem zusitzlich die primire Hy-
droxygruppe des Cyclitolrestes reduktiv entfernt worden
war, hemmte keines der beiden Enzyme. Demnach ist die
Doppelbindung im Cyclitolteil nur in quantitativer Hin-
sicht fiir die Wirkung von Bedeutung. An nichtbasischen
Hydrogenolyseprodukten wurde diinnschichtchromatogra-
phisch eine ganze Reihe von Cyclitol-Derivaten nachge-
wiesen, von denen Validatol (12) und 7-Desoxyvalidatol®"
(23) isoliert und identifiziert werden konnten'’>.

HO
LR 2
HO

1o

Auch die hoheren Komponenten wurden hydrogenoly-
siert: Komponente 4 ergibt neben dem schon erwihnten

CHy
HN 0,

GHZOH

HO o HO>F0 CH0H
PE/H, Q 0
I H
0~Ho + )
o
HOHO

{24) (17)

Komponente 4

Abb. 13. Katalytische Hydrierung von Komponente 4 [73].

basischen Trisaccharid (717) hauptsichlich Validatolgluco-
sid (24) (Abb. 13). Daneben werden aber auch Validatol
(12) und ein basisches Tetrasaccharid (25} erhalten™l.

CHz0H CHZOH

BB BB BB BB

(28)

CHaOH cuzou CHQOH CH,0H
2 @ \m lase
OH OH
HO o
OH
(30)

& HO

CHL0H HO
Q + +
e AVAY
HO OH
HO~ 1O o

Komponente 4 besteht demnach aus den beiden Isomeren
(26) und (27), von denen (26) nur in geringem Anteil vor-

C.HZOH /Q EO;\ 6\ /CH&O
(26)

CH,0H CI,0H CH,OH CH,OH

S e fepfap Sy

27)

handen ist. Beide Isomere, die an stark sauren Ionenaus-
tauschern getrennt werden konnten, sind aktiv im a-Amy-
lase- und Saccharase-Hemmtest, wobei das Isomer (26, das
wirksamere ist. Auch die Komponenten 5 und 6 (vgl. Ta-
belle 4) erwiesen sich als Isomerengemische. Das Haupt-
isomer (28) der Komponente 5 wird zu Validatolmaltosid
(29} und zum basischen Trisaccharid (17) hydrogenolysiert
(Abb. 14).

CHZ0H CHOH  CHOH CH3

OH OH
CH20H
HO o HoN
+ CH20H
CHa0H HO
HO™ HO g ‘0

HOHO 1y %
Ho~HO TOH
(29 HO~HO 1#7)

Abb. 14. Katalytische Hydrierung des Haupt-Isomers (28) von Komponente
5731

Die so erhaltenen Informationen iber die Konstitution
einzelner Glieder der homologen Reihe pseudooligosac-
CHa
HaN Q
CH0H
0

wo L
CHI0H

CHZOH
RO~ HO

(12) (25)

charidischer a-Glucosidasen-Inhibitoren der allgemeinen
Formel (4} wurden bestétigt und ergéinzt durch enzymati-
sche Abbaureaktionen mit pflanzlicher B-Amylase, die we-

CH,OH CHZOH Ha CH0H CHZOH

N (5)
CH;OH cHzou CHgOH CHz0H cuzon CH0H
+ Q
OH OM
o OH
OH
(1) (27)

Abb. 15. Enzymatische Hydrolyse der Komponenten 5 und 6 mit den Haupt-Isomeren (28) bzw. (30) mit pflanzlicher B-Amylase (,,sweet potato™) [46].
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sentlich schwicher als andere a-Glucosidasen durch die
betreffenden Komponenten gehemmt wird. Wie aus Abbil-
dung 15 erkennbar, wird aus den beiden Hauptanteilen
(28) und (30) der in den Komponenten 5 bzw. 6 vorliegen-
den Isomerengemische jeweils ein Maltoserest abgespal-
ten; als weitere Produkte werden Acarbose (5) und das
Komponente 4-Isomer (27) gebildet.

6. Hemmspektrum der Acarbose
und der homologen Pseudooligosaccharide

Die einzelnen, im vorigen Abschnitt niher beschriebe-
nen Komponenten der homologen Reihe unterscheiden
sich in ihrer inhibitorischen Aktivitit gegeniiber a-Amy-
lase aus Schweinepankreas und Saccharase aus Schweine-
diinndarm (Abb. 16). Die hochste spezifische a-Amylase-
Inhibitor-Aktivitit hat eine Komponente-6-Priparation
mit minimaler Saccharase-Inhibitor-Aktivitit. (Der Verlauf
der Hemmkurve in Abhingigkeit von der Konzentration
an Komponente-6-Priparation ist bis zu etwa 70% -

" CH,OH CH3

Amylasehemmung linear. Durch Extrapolation auf 100%
Hemmung 148t sich eine Inhibitormenge ermitteln, aus der
ein Enzym-Inhibitor-Verhiltnis von 1:1 abgeschitzt wer-
den kann.)

Die a-Amylase-Inhibitorwirkung fillt bei den héheren
Komponenten wieder ab, wihrend Acarbose (5) maximale
Saccharase-Inhibitorwirkung zeigt (Abb. 16). In Tabelle 7
sind die inhibitorischen Aktivititen verschiedener Kompo-
nenten gegeniiber a-Amylase aus Schweinepankreas und
den intestinalen Oligo- und Disaccharidasen aus Schwei-
nediinndarm aufgelistet. Als Maf} fiir die inhibitorische
Aktivitit ist die Inhibitormenge angegeben, die unter Test-
bedingungen 50% Enzymhemmung bewirkt. Acarbose (3)
hat auch fiir die anderen diinndarmwandstindigen a-Glu-
cosidasen die hochste spezifische Inhibitoraktivitit. Die
Isomaltaseaktivitit der Enzympriaparation aus Schweine-
diinndarm wird von den niederen Komponenten dufllerst
schwach (im Vergleich zu Nojirimycin und 1-Desoxynojiri-
mycin, siche Abschnitt 8, Tabelle 10), von den héheren
Komponenten fast iiberhaupt nicht gechemmt. Hingegen ist
die Hemmung der als ,,Dextrinase‘* bezeichneten Enzym-
priparation (Substrat: durch a-Amylase aus Schweinepan-
kreas bis zu Grenzdextrinen abgebautes Glycogen) beacht-
lich[43b‘45'461.

Eine Reihe von Enzymen aus Bakterien, Pilzen und
Pflanzen (vgl. Tabelle 8) wurde auf eine mogliche Hem-

Tabelle 8. Hemmspektrum von Acarbose (5) gegeniiber Enzymen aus Bakte-
rien, Pilzen und Pflanzen [87].

CH,OH CH,0H
Q 0 Q
o
n_f Ao o @ Ny OH AN o AOH H
OH OH OH OH
™ n
(4), m+n = 1-7
°
/.
[ )
Relative Relative
Saccharase- a-Amylase-
Inhibition ‘\ Inhibition
Y
. .'\
.\.
e @
T T T T T T T
1 2 3 4 5 [ 7 m+n
Komponente 2 3 4 5 6 7 8

Enzym Provenienz Substrat Hemmung
[a]
a-Amylase B. subtilis +
a-Amylase A. oryzae +
a-Amylase Gersten-Malz . +
" Stirke
B-Amylase ~Sweet potato -
B-Amylase B. polymyxa -
Glucoamylase A. niger +
Invertase } Saccharomyces sp Saccharose —
a-Glucosidase : Maltose +
B-Glucosidase Mandeln Cellobiose —
B-Galactosidase Saccharomyces fragilis Lactose -
Dextransucrase Leuc roides Saccharose —
Pullulanase Aerobacter aerogenes Pullulan —
Isoamylase Cytophaga sp. Glykogen  —
Cyclodextrin- B. macerans Stirke +

glucosyl-Transferase

Abb. 16. Relative Saccharase- und a-Amylase-Inhibition der Komponenten 2

bis 8 [43]. {a] Hemmung: +, keine Hemmung: —.

Tabelle 7. Zur Hemmung (IDs, [a]) der Aktivitdt intestinaler a-Glucosidasen in vitro [b] notwendige Mengen (in ng) von Acarbose (5) und von Homologen der all-
gemeinen Formel (4) {45].

Komponente Anzahl der Maltase Isomaltase ,,Dextrinase* Glucoamylase a-Amylase Saccharase
Glucosereste 10 mU [c] 10 mU 29 mU 10 mU 100 mU 10 mU
m+n in (4)

2 1 100 43500 205 83 855 500

3 (Acarbose) 2 15 42000 64 9.3 680 74

4 3 80 54500 93 39 1135 455

5 4 236 > 100000 100 110 47 700

6 5 1000 > 100000 93 410 2.8 700

BAY e 4609 7-30 8250 » 100000 810 8000 14.5 60000

[a] Inhibitormenge in ng pro Testansatz, die fiir eine 50% Hemmung erforderlich ist. [b] Testansétze fiir Enzyme, die Glucose freisetzen: 0.01 mL Inhibitorlésung in
multiplen Verdiinnungen mit 0.1 mL Enzympréparation fiir 10 min vorinkubiert, mit 0.1 mL Substratlosung inkubiert, mit I mL Glucose-Dehydrogenase-Reagens
in 0.5 M Tris-Puffer abgestoppt, wihrend 30 min zur Glucosebestimmung entwickelt und bei 340 nm photometriert. Substratldsungen und Inkubationszeiten: 0.4 M
Saccharose fiir 20 min; 50 mM Maitose fiir 10 min; 40 mM Isomaltose fiir 10 min; 5% Starkelosung fiir 20 min. Testansatz fiir Dextrinase: 0.01 mL Inhibitorlésung
in multiplen Verdiinnungen mit 0.1 mL Enzympriparation fiir 10 min vorinkubiert, mit 0.1 mL 5% Grenzdextrinldsung fiir 20 min inkubiert, mit 0.5 mL Dinitrosali-
cylsdure-Reagens {33] versetzt, 5 min auf 95°C erhitzt, mit 1.5 mL Wasser verdiinnt und bei 540 nm photometriert. Testansatz fir a-Amylase: 0.01 mL Inhibitorls-
sung in multiplen Verdiinnungen mit 0.2 mL Enzympréparation (Schweinepankreas-a-Amylase) fiir 10 min vorinkubiert, mit 0.2 mL 5% Stéirkeldsung fir 5 min in-
kubiert, mit 0.5 mL Dinitrosalicylsdure-Reagens [33] versetzt, 5 min auf 95°C erhitzt, mit 2.5 mL Wasser verdiinnt und bei 540 nm photometriert. [c] 1 U ist dieje-
nige Menge Enzym, welche unter Standardbedingungen 1 umol Substrat je min umsetzt. 1 U=16.67 nkat.
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CH, OH

)

OH

mung durch Acarbose (5) gepriift®”": a-Amylasen aus Ba-
cillus subtilis, Aspergillus oryzae und Gersten-Malz sowie
Glucoamylase aus Aspergillus niger und o.-Glucosidase aus
Hefe (Saccharomyces sp.) werden gehemmt. Wie aus Ta-
belle 9 hervorgeht, wird die Aspergillus-Glucoamylase am

Tabelle 9. Konzentrationen an Acarbose (5), die fiir eine 50% Hemmung ver-
schiedener &-Glucosidasen benétigt werden [87).

Enzym Bezeichnung oder Inhibitor-
Herkunft Konzentration
[ng/mL}
o-Amylase .Bacterial saccharifying™ 0.3
~Bacterial liquefying™ 40.9
Aspergillus oryzae 180.0
Schweinepankreas 38
Gersten-Malz 83.5
Glucoamylase Aspergillus niger 0.04
a-Glucosidase Saccharomyces sp. 70.0

stiarksten inhibiert®™. Weiterhin wird Cyclodextrin-gluco-
syl-Transferase gehemmt, wihrend bet Muskel-Phosphory-
lase keine Hemmung auftritt'®’,

Ausgehend von Acarbose (5} wurde durch Abwandiung
der reduzierenden Glucose-Einheit an der freien Carbo-
nylgruppe eine Reihe semisynthetischer Glycosid-Derivate
hergestellt und gepriift’®. In einigen Fillen wurde eine
Steigerung der Saccharase-inhibitorischen Wirkung bis
zum Faktor drei gefunden, jedoch wies keines der Deriva-
te, besonders wenn man die aufwendige Herstellung be-
riicksichtigt, Vorteile gegeniiber Acarbose auf?’’l.

7. Weitere pseudooligosaccharidische
¢-Amylase-Inhibitoren

Kiirzlich wurden mikrobielle a-Amylase-Inhibitoren be-
kannt, die auch Glieder einer homologen Reihe sind und
von denen angenommen wird, daB sie das gleiche ,,core*
wie die in Abschnitt 5 beschriebenen Pseudooligosaccha-
ride enthalten. Aus Kulturbriihen von Streptomyces dimor-
phogenes NR-320-OM7HB und NR-320-OM7HBS wurden
drei (durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie trenn-
bare) basische Aminozucker-Derivate isoliert, die als Tre-
statin A (31), B (32) und C bezeichnet wurden”, Die os-
mometrisch bestimmten Molekulargewichte betragen 1470,
975 bzw. 1890. Die fiir Trestatin A und B angenommenen
Strukturen (Abb. 17) folgen einerseits aus spektroskopi-

Trestatin A (31)

CH, OH CH, CH, OH
(o] 0,
OH OH
H b
OH OH oH

Trestatin B (32)

CH, OH

Abb. (7. Postulierte Strukturen von Trestatin A (31) und B (32) [70}.

schen Studien und andererseits aus Untersuchungen der
Hydrolyseprodukte (4 N Salzsdure, 3 h bei 80°C). Hydroly-
seprodukte der drei Trestatine, die als gemeinsames Struk-
turmerkmal je einen Trehaloserest enthalten, sind Glucose
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CM, CH, OH CH, OH CH, CH, OH CH, OH CH, OH oM™
Q, Q Q Q, 0,
ate ] AL 0 N \oH on OH o \oH o \HOHC
H i o—Jom
O OH OH OH o] OH OoH
-—

Trehaloserest

——
CH, OH OH
o o,
OH o o7 \HOHC,
OH OH

und ein Amin (pK,=3.9) der Bruttoformel C,;H,,NO,".
Trestatin A (31) enthilt pro Molekiil zwei und Trestatin C
drei Pseudodisaccharidreste; beide zeigen relativ hohe
spezifische Inhibitor-Aktivitiaten gegeniiber Schweinepan-
kreas-a-Amylase (7.1-107 IE/g bzw. 4.9-107 IE/g)"". Tre-
statin B (32) mit nur einem Pseudodisaccharidrest pro Mo-
lekiil weist eine geringere spezifische Aktivitdt (1.5-10°
1E/g"™) auf.

o-Glucosidasen-Inhibitoren, bei denen es sich um Glie-
der einer homologen Reihe der allgemeinen Formel (33)
handelt, werden von Mikroorganismen der Gattung Strep-
tomyces (z. B. A 2396) produziert®®, Der einzige struktu-
relle Unterschied zur Acarbose-Reihe liegt darin, daf3 der
4-Amino-4,6-didesoxyglucose-Rest gegen einen 4-Amino-

CH,OH\ CH,OH CH,OH [/ CH,OH
Q Q Q
H oQg oi&m (33)
OH Ho;m OHHO 5}{:}120_< OH HO/,
4-desoxyglucose-Rest ausgetauscht ist. In der Patentan-
meldung®® werden die Aminozucker (33} mit m=0 bis 8
und n=1 bis 8 beansprucht, wobei m+n=1,2,...8 ist. Die
Struktur wurde hauptsichlich aus spektroskopischen Da-
ten abgeleitet. Die hgheren Glieder der homologen Reihe
sind stirker wirksam gegeniiber a-Amylase als die niede-
ren. Weiterhin werden inhibitorische Wirkungen gegen-
tiber Saccharase und Maltase erwihnt.

Murao et al.U'-*! yntersuchten einen pseudooligosac-
charidischen a-Amylase-Inhibitor (Amylostatin, S-Al) (34),
der aus Kulturbrithen von Streptomyces diastaticus subsp.
amylostaticus No. 2476 gewonnen wurde. Seine Struktur
ist noch nicht vollstindig aufgeklirt, weist aber auffal-
lende Ahnlichkeit mit Gliedern der homologen Acarbose-
Reihe auf. Der Inhibitor wurde nach Chromatographie
und anschlieBender Reinigung iiber einen Enzym-Inhibi-
tor-Komplex mit , bacterial liquefying a-amylase* (BLA)
isoliert’®?. S-AI (34) (MG = 1500) wird als ,,substrate ana-
log inhibitor'**** bezeichnet; sein inhibitorisches Spektrum
umfaft auBBer menschlicher Speichel-Amylase und Schwei-
nepankreas-Amylase eine Reihe von a-Amylasen aus Bak-
terien und Pilzen. Weiterhin werden Rhizopus-niveus-Glu-
coamylase und Malz-a-Amylase gehemmt. Nicht gehemmt
werden intestinale Sdugetier-Saccharase sowie pflanzliche
B-Amylasen und eine Reihe mikrobieller a-Glucosidasen.
S-Al (34) enthilt einen reduzierenden terminalen Glucose-
rest sowie fiinf weitere 1—4-glucosidisch verknipfte Glu-
cosereste. Mit B-Amylase lassen sich zwei Maltosereste ab-
spalten. Das Restmolekiil wurde als ,,glucosyl-S-Al-X-glu-
cose* bezeichnet™. Durch enzymatische und/oder chemi-
sche Methoden konnte aus S-Al (34) noch ein weiteres De-
rivat, S-AI-XG"? (MG = 500), erhalten werden, das aus
dem unbekannten, Stickstoff enthaltenden Molekiilteil
und einem reduzierenden Glucoserest besteht. Abbildung
18 gibt einen schematischen Strukturvorschlag® fiir S-Al
(34) wieder. Hiernach korrespondiert das angedeutete ak-
tive Zentrum der BLA mit acht bis zehn Glucoseresten des
Substrats, und es ,,paBt* auch auf den unbekannten, fiir

[*] Komponente 1 (8) hat die gleiche Bruttoformel.

[**] Wegen unterschiedlicher Testbedingungen sind diese Werte nicht mit
den in Abschnitt 5 angegebenen vergleichbar.

Angew. Chem. 93, 738-755 (1981)



Angriff
von
B—Amylase S-AI-X
—1,4 u-14 &
Inhibitor S-Al O_‘O_O‘_O O_ _g
Katalyt.
(34) Zentrum
/\

Enzym | BLA“

substrat 1]2[3]a4a]5]|6]7]|8

-+—— -
nicht reduzierendes reduzierendes
Ende Ende

Abb. 18. Strukturvorschlag fiir den mikrobiellen a-Amylase-Inhibitor S-Al
(34) und postulierter Bindungsmechanismus zwischen S-Al und ,,bacterial li-
quefying amylase** (BLA) nach Murao und Ohyama [53], (D : reduzierender
Glucoserest).

die Hemmwirkung essentiellen Molekiilteil S-AI-X von
S-Al (34).

Weitere N-haltige, oligosaccharidische a-Amylase-Inhi-
bitoren, TAI-A und TAI-B, wurden aus Kulturbrithen von
Streptomyces calvus TM-521 isoliert'®. Thre Molekularge-
wichte betragen 950-1050 bzw. 650-700, sie enthalten zwei
oder mehrere Glucosereste und als einen basischen Rest
wahrscheinlich eine Aminozucker-Einheit. Durch das Feh-
len von Methylgruppen unterscheiden sich TAI-A und
TAI-B von den Gliedern der homologen Acarbose-Reihe
mit der allgemeinen Formel (4). Das Hemmspektrum um-
faBt menschliche Speichel-Amylase, Schweinepankreas-
Amylase, Rhizopus-niveus-Glucoamylase, Taka-Amylase!™
(nur TAI-A) sowie ,bacterial saccharifying a-amylase®,
nicht aber BLA.

Ein Glucoamylase- und a-Amylase-Inhibitor, NCGAI,
wurde aus Kulturbrithen von Streptomyces spec. Nr. 33 ge-
wonnen'®, Sein Molekulargewicht betrdgt ca. 600, und es
wird angenommen, daB NCGAI hauptsédchlich aus Gluco-
seresten besteht. Am stidrksten wird Glucoamylase ge-
hemmt, wihrend die Inhibition von Speichel-Amylase und
BLA schwicher ausgepragt ist.

Kiirzlich wurde eine Patentanmeldung offengeleg
in der drei a-Glucosidasen-Inhibitoren (aus Streptomyces
myxogenes SF-1130, ATCC 31305) der allgemeinen For-
mel (34a) beschrieben werden; es handelt sich um Oligo-
saccharide mit schwach basischem Charakter. Neben ihrer
inhibitorischen Wirkung gegeniiber intestinaler Sdugetier-
o-Glucosidase und -Saccharase zeigen diese Substanzen
auch noch eine schwache antibakterielle Wirkung; sie wer-
den daher als Antibiotica SF-1130-X,, -X, und -X; be-
zeichnet. SF-1130-X3 (MG =~ 830) ist ein starker a-Glucosi-
dase-Inhibitor.

72b,
t ],

CH,OH
CH,OH OH CH, CH,OH
0 0 0
O g O OoH (34(1)
HO HO/ HO OHHO H HO HO
m n

Antibioticum SF-1130-X;, m + n =5
Antibioticum SF-1130-X,, +
Antibioticum SF-1130-Xj,

2=
.
2

[*] Taka-Amylase ist ein kommerzielles Rohprodukt aus Kulturen von
A. oryzae, das Stirke bis zu Glucose abbaut.
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8. Nojirimycin und 1-Desoxynojirimycin

Nojirimycin (35) wurde zuerst als ein von Streptomyces
roseochromogenes R-468 sowie von Streptomyces lavendu-
lae SF-425 gebildetes Antibioticum beschrieben!>s-%,

CHLOH | CH,OH
HO NC o NT
(35) H (36)
HO HO
HO HO

OH

Durch katalytische Hydrierung von (35) am Platin-Kontakt
oder durch Reduktion mit NaBH, wurde das 1-Desoxyno-
jirimycin (36) erhalten®®58; (35)8 ynd (36)®7 sind auch
totalsynthetisch zuginglich. Spater konnte gezeigt werden,
daB (35) ein potenter Inhibitor von B-Glucosidasen (Emul-
sin, P-Glucosidasen aus Pilzen) ist”*%%; in geringerem
AusmaBl hemmt es auch mikrobielle a-Glucosidasen. (36)
hemmt Emulsin wesentlich schwicher als (35)%°L Ein
Screening auf Inhibitoren von intestinalen Siugetier-o-
Glucosidasen ergab, daB (35) und (36) auch von zahlrei-
chen Stammen der Gattung Bacillus gebildet werden®*>),
Aus den Stimmen B. amyloliquefaciens (DSM 7), B. poly-
myxa (DSM 365), B. subtilis (DSM 704)") und B. subtilis
var. niger (DSM 675) wurden nach Fermentation (4-6 d) in
Nihrlosungen, die Stiarke oder Maltose enthielten, Kultur-
filtrate mit relativ hohen Titern an Saccharase-Inhibitor-
Einheiten erhalten. Die Inhibitoren lieBen sich an stark
saure Kationenaustauscher (H®-Form) binden, mit waBri-
gem Ammoniak eluieren und chromatographisch weiter
reinigen. Aus den eingeengten, hemmaktiven Fraktionen
kristallisierte (36) als farblose Schuppen (Fp=206°C)1*%.
Es wurde auch aus Mauibeerbaumblittern'®" isoliert und
als Moranoline bezeichnet. Spater wurde (36) durch Fer-
mentation der Streptomyces-lavendulae-Stimme SEN-
158052 und subsp. trehalostaticus Nr. 2882'°% erhalten. (35)
und (36) erwiesen sich als potente Inhibitoren intestinaler
Oligo- und Disaccharidasen von Sidugetieren (Tabelle
10)144,

Tabelle 10. Molace Konzentration von Nojirimycin (35) und 1-Desoxynajiri-
mycin (36) zur 50% Hemmung intestinaler a-Glucosidasen [44).

Inhibitor Saccharase Maltase Isomaltase Gluco-
amylase
Nojirimycin ~ 5.6-107’M  1.7-107°*M  25.107M  7.6-10-"M
{-Desoxyno-  22-1077M  13-100"M  13-107"M  96-10"*M
jirimycin
mU Enzym
in 0.21 mL
Inkubations-
volumen
bei 37°C 1.1 11.8 11.5 10.1

Testansitze: 0.01 mL Inhibitorlésung in multiplen Verdinnungen mit 0.1 mL
Enzympriparation fiir [0 min vorinkubiert, mit 0.1 mL Substratlésung inku-
biert, mit 1 mL Glucose-Dehydrogenase-Reagens in 0.5M Tris-Puffer abge-
stoppt, wihrend 30 min zur Glucosebestimmung entwickelt und bei 340 nm
photometriert. Substratlésungen und Inkubationszeiten: 0.4 M Saccharose fiir
20 min; 50 mM Maltose fiir 10 min; 40 mM Isomaltose fiir 10 min; 5%
Stdrkeldsung fiir 20 min. Nojirimycin mit Bariumhydroxid aus dem Hydro-
gensulfit-Addukt freigesetzt, mit Glucose-Dehydrogenase-Reagens quant.
bestimmt und unmittelbar zum Hemmtest eingesetzt.

Pankreas-a-Amylase wird fast nicht gehemmt. Kiirzlich
wurde gefunden, dal (36) ein potenter Inhibitor von Tre-

[*] Dieser Stamm wurde von U. Heber, Botanisches Institut der Universitat
Diisseldorf, isoliert.
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halasen (von Kaninchen sowie von Chaetomium aureum
MS-27) sowie von Rhizopus-niveus-Glucoamylase und von
exo-B-1-3-Glucanase (Penicillium) ist'®*,

9. Kohlenhydrathaltige Polypeptide,
die o-Amylase inhibieren

Ueda et al. erhielten aus Kulturbrithen von Streptomyces
spec. Nr. 280, einer Variante von Streptomyces flavachro-
mogenes, kohlenhydrathaltige, peptidartige Substanzen,
die in roher Form eine ganze Reihe von a-Glucosidasen,
Glucosyl-Transferasen und Phosphorylasen (vgl. Tabelle
1) hemmen®*’*" Durch verschiedene Trennungsschritte

Tabelle 1. Enzyme, die durch eine rohe a-Glucosidasen-Inhibitorpripara-
tion aus Streptomyces flavochromogenes gehemmt werden [47-50].

Enzym Hemmung
Glucoamylase {Rhizopus) stark
«-Amylase (Speichel, human) stark
o-Amylase (Pankreas, human) stark
a-Amylase (Bacillus) schwach
o-Amylase (Bacillus, ,bacterial succharogenic*) stark
a-Amylase (Aspergillus) schwach
a-Glucosidase (Saccharase, Rattendiinndarmmucosa) stark
a-D-Glucosidase (Mucor) stark
o-D-Glucosidase (Hefe) stark
Cycloamylose-glucosyl-Transferase stark
Phosphorylase a (Kaninchenmuskel) stark
Phosphorylase (Kartoffel) stark

gelang die Isolierung von vier einheitlichen (Papierchro-
matographie, Papierelektrophorese) Glycopeptid-Fraktio-
nen A, B, B’ und C" Der Kohlenhydratanteil besteht
hauptsichlich aus Glucose, und die Molekulargewichte
betragen 1300 (fiir C) bis 4000. Die gereinigten Inhibitoren
weisen unterschiedliche Aktivititen gegeniiber den Enzy-
men in Tabelle 11 auf*?. Im Verlaufe der Kultivierung des
Organismus (in einem Medium mit 3% Hafermehl) findet
ein enzymatischer Abbau des Kohlenhydratanteils der In-
hibitoren durch Streptomyces-Amylase statt'*®. Ein zusitz-
licher proteolytischer Abbau wihrend der Fermentation
wird nicht ausgeschlossen. Eine Amylase-Priparation
wurde aus dem Inhibitor-Produzenten-Stamm isoliert und
fiir Abbauversuche mit einem nach Fermentation (24 h) er-
haltenen Roh-Inhibitor (wahrscheinlich Glycopeptid-
Fraktion A, MG=~4000) verwendet. Als Hydrolysepro-
dukte wurden hauptsichlich Maltose neben Spuren von
Maltotriose und Glucose erhalten. Die inhibitorische Akti-
vitdt der resultierenden ,,Rest-Inhibitoren* blieb praktisch
unveriandert gegeniiber Rhizopus-Glucoamylase, sie nahm
leicht ab gegeniiber Schweinepankreas-Amylase und Rat-
tendiinndarm-Saccharase. Dagegen ging die Hemmwir-
kung gegeniiber Kaninchenmuskel-Phosphorylase a fast
vollstindig verloren. Diese Wirkung hingt demnach stark
von der Kettenlinge des Kohlenhydratanteils ab. Eine
ihnliche abbauende Wirkung wie die Streptomyces-Amy-
lase auf den Inhibitor hatten auch Schweinepankreas- und
Taka-Amylase. Demnach missen die Glycopeptid-Inhibi-
toren A, B, B’ und C als durch Bioconversion gebildete
multiple Formen eines urspriinglich nativen Inhibitors be-
trachtet werden.

Ein Glycopeptid aus Kulturbrithen von Streptomyces ca-
lidus DS 26320 (MG zwischen 10000 und 20000) hemmt
Pankreas-Amylase sowie die Saccharase- und Maltase-Ak-
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tivitat einer Enzympriparation aus Rattendiinndarm!®®,
Saure Hydrolyse ergibt Lysin und Monosaccharide, haupt-
sichlich Glucose.

10. Protein-Inhibitoren

Aus Kulturbrithen von Streptomyces tendae wurde ein
Inhibitor fiir Sdugetier-a-Amylasen (HOE 467) isoliert, bei
dem es sich um ein Oligopeptid (MG = 7400) handelt!®¢72],
Die a-Amylase-Inhibition ist irreversibel. Der einzige Ly-
sinrest im Molekiil ist mdglicherweise Teil des aktiven
Zentrums des Inhibitors. Spiter wurde der Inhibitor in
zwei Fraktionen (A und B) getrennt und die Aminosiure-
sequenz der Fraktion HOE 467 A aufgeklart'®’".

Zwei weitere, einander sehr dhnliche kohlenhydratfreie
Protein-Inhibitoren (MG = 8500), Haim I und II'"!, wurden
aus Kulturbrithen von Streptomyces griseosporeus (wahr-
scheinliche Identitit) YM-25 isoliert”"7; sie wurden
durch Ammonsulfatfillung und Chromatographie isoliert.
Die Inhibitoren zeigen etwa die gleiche spezifische Aktivi-
tit gegeniiber a-Amylase aus Schweinepankreas; sie unter-
scheiden sich elektrophoretisch und in den isoelektrischen
Punkten (pH 4.0 bzw. 3.8). Auch werden Pankreas-Amyla-
sen anderer Spezies sowie menschliche Speichel-Amylase
gehemmt. Mikrobielle und pflanzliche Glucosidasen wer-
den nicht gechemmt. Der Hemmuverlauf bei Schweinepan-
kreas-Amylase ist linear bis zu 80% Hemmung. Vollstin-
dige Hemmung wird nicht erreicht; Extrapolation auf
100% Hemmung ergibt ein molares Verhiltnis von Enzym
zu Inhibitor wie 1:1. Der Mechanismus der Hemmung
wird durch Protein-Protein-Wechselwirkung erklirt, wobei
eine Bindung in der Nahe des aktiven Zentrums der o-
Amylase angenommen wird. Beide Inhibitoren haben eine
dhnliche Aminosdurezusammensetzung sowie einen hohen
Gehalt an Asparaginsidure (15.4 bzw. 15.0 Mol%) und Ala-
nin (12.8 bzw. 12.5 Mol %); sie enthalten weder Lysin noch
Methionin.

Aus Kulturfiltraten von Streptomyces fradiae (FERM-P
2303) wurde ein a-Amylase-Inhibitor durch Ammonium-
sulfatfallung und Chromatographie (Sephadex G-50,
DEAE- und TEAE-Cellulose) erhalten®®. Das als X-2 be-
zeichnete Priaparat (MG = 6500) ist ein kohlenhydratfreies,
saures Polypeptid mit N-terminaler Asparaginsiure (oder
Asparagin).

11. Mechanismus der Saccharase-Hemmung
durch Acarbose, Nojirimycin
und 1-Desoxynojirimycin

Der Mechanismus der a-Glucosidase-Hemmung durch
mikrobielle Inhibitoren wurde von Semenza et al.® am
isolierten Saccharase-Isomaltase-Komplex aus Kaninchen-
Diinndarm®®” sehr genau untersucht. Acarbose (5} hemmt
die Saccharase-Aktivitdt von Diinndarm-Disaccharidasen-
Praparationen verschiedener Spezies nach einem voll kom-
petitiven Mechanismus'?*-#%°-°1), Die in Tabelle 12 aufgeli-
steten Inhibitorkonstanten (K;-Werte) liegen je nach Spe-
zies in der GroBenordnung von 107° bis 10 =7 mol/L. Der
K-Wert von Komponente 2 (6) betrigt 7.04-10~7 mol/L
(Schweinediinndarm-Saccharase, Methode: ,,Dixon
plot*).

[*] Haim=hog pancreatic a-amylase inhibitor of microbe.
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Tabelle 12. Saccharase-Inhibitor-Konstanten (K;) von Acarbose (5); Sub-
strat: Saccharose.

Provenienz der Km K; pH  Methode Lit.

Diinndarm- [mol/L] [mol/L]

Disaccharidasen-

Préparation

Mensch 1.9-107* 13-10~° 6 } Dixon [90, 91]

Schwein 19:102  26:107 625 "L 123]

Ratte — ca.4-10-7 — ) POt [91]

Kaninchen [a] 8.10-3 47-1077 6.8 »Henderson  [88]
plot*

(] K.-Wert laut [92, 93].

Nojirimycin (35) und 1-Desoxynojirimycin (36) sind
ebenfalls voll kompetitive Saccharase-Inhibitoren. Die K-
Werte (Kaninchen-Enzympréparation, Methode: ,,Hen-
derson plot* (,,steady state*-Geschwindigkeiten)) betragen
bei pH 6.8, dem Optimum der Saccharaseaktivitit,
1.27.10~7" mol/L bzw. 3.2-10 % mol/L®. Somit sind diese
vier Substanzen die stirksten, ungewdhnlich fest binden-
den Saccharase-Inhibitoren. [hre Affinitdt zum Enzym ist
fiinf bzw. sechs Zehnerpotenzen groBler als die des Sub-
strats Saccharose (K,,=~8-10~° mol/LP>%),

Die Reaktion von (35), (35) und (36) mit dem Enzym ist
langsam®™®: der ,steady state** wird in Minuten erreicht.
Die Struktur dieser Inhibitoren sowie die pH-Abhingig-
keit ihrer K;-Werte lassen auf eine Wechselwirkung mit
dem aktiven Zentrum der Saccharase-Untereinheit schlie-
Ben; diese Ergebnisse stiitzen den von Cogoli und Semen-
za® yorgeschlagenen Wirkungsmechanismus der Saccha-
rase. Die einzelnen Schritte der Saccharasewirkung sind in
Abbildung 19 schematisch dargestellt. In vereinfachter
Form 14Bt sich zusammenfassend sagen, dal das aus ei-
nem Glucose- und einem Fructoserest bestehende Sub-
stratmolekiil im ersten Schritt (4) unter Deformation des
Glucopyranoserings vom aktiven Zentrum des Enzyms ge-
bunden wird. In zwei Teilschritten (B und C) wird dann
die glycosidische Sauerstoffunktion in i-Position mégli-

Abb. 19. Wirkungsmechanismus der enzymatischen Hydrolyse von Saccha-
rose durch intestinale Saccharase nach Cogoli und Semenza [92].

Angew. Chem. 93, 738-755 (1981)

cherweise durch die y-stindige Carboxygruppe eines Glut-
aminsdurerestes im aktiven Zentrum des Enzyms®¥ pro-
toniert; im Schritt D wird der Fructoserest unter Bildung
eines Carbenium-Ions, das durch das benachbarte Sauer-
stoffatom und eine Carboxylatgruppe des aktiven Zen-
trums stabilisiert wird, abgespalten. Aller Wahrscheinlich-
keit nach handelt es sich hier um die B-stindige Carboxy-
latgruppe eines Asparaginsiurerestes®®®**. Im letzten
Schritt (E) reagiert das Carbenium-lon - eventuell liber
eine kovalente Zwischenstufe - mit Wasser zur p-Glucopy-
ranose.

Sehr wahrscheinlich tritt die ungesittigte Cyclitol-Ein-
heit der Acarbose (5) mit dem Glucopyranosyl-Bindungs-
zentrum der Saccharase in Wechselwirkung, wobei das
axial angeordnete Stickstoffatom die Position des Glyco-
sid-Sauerstoffatoms im Substratmolekiil einnimmt. Die 4-
Amino-4,6-didesoxyglucose-Einheit tritt mit dem soge-
nannten ,,Aglycon®-Bindungszentrum in Wechselwirkung.
Diese Interpretation basiert auf den folgenden Gegeben-
heiten:

a) Die ungesittigte Cyclitol-Einheit hat Halbsesselkonfor-
mation, wobei drei ihrer vier coplanaren C-Atome mit
den Positionen C2—C1—0O-—C5 im Carbenium-Ilon
(vgl. Abb. 19) korrespondieren. Allerdings ist die struk-
turelle Ubereinstimmung zwischen Cyclitol-Einheit und
Carbenium-lon nicht so volikommen, als daB} die Absat-
tigung der Doppelbindung zu einem drastischen Wir-
kungsverlust fiihrte.

b)Von groBerer Bedeutung fiir die starke Inhibitionswis-
kung ist der Ersatz der glycosidischen Sauerstoff-Funk-
tion des Substrates durch die stirker basische NH-Funk-
tion im Inhibitor. Der pK,-Wert der NH-Gruppe in (5)
betrigt etwa 5%, Demnach ist bei keinem der gepriiften
pH-Werte (5.85; 6.8; 7.45)® mit einer Protonierung zu
rechnen. Da diese Gruppe dem glycosidischen Sauer-
stoff des Substratmolekiils entspricht, diirfte sie auch
mit der gleichen Carboxygruppe des aktiven Zentrums
in Wechselwirkung treten. Der pK,-Wert jener Gruppe
betragt ca. 7.3%%. Tatsdchlich nimmt die Affinitat der
Acarbose (5) bei Deprotonierung jener Carboxygruppe
ab (K; bei pH 6.8=4.7-10~7 mol/L gegeniiber 1.0-10~¢
mol/L bei pH 7.45)%,

c) Weiterhin ist fiir die hohe Affinitdit zum Enzym auch
eine starke Wechselwirkung des 4-Amino-4,6-didesoxy-
glucoserestes in (5) mit dem ,,Aglycon‘‘-Bindungszen-
trum wichtig, denn Valienamin (16} ist ein um zwei bis
drei Zehnerpotenzen schwicherer Saccharase-Inhibitor
als Acarbose. AuBerdem trigt die a(1—4)-Verkniipfung
von Cyclitol-Einheit und Aminozucker zur Spezifitat der
Hemmung bei; so inhibiert Acarbose in nennenswertem
Mafle weder die eng mit der Saccharase-Untereinheit
verwandte Isomaltase-Untereinheit noch die #hnlich
wirkende B-Glucosidase aus Mandeln.

Alle diese Befunde fiigen sich somit weitgehend in die
Vorstellungen iiber den Wirkungsmechanismus der Sac-
charase ein und erkldren, daB das Pseudodisaccharid-
»core der einzelnen Glieder der homologen Acarbose-
Reihe fiir die Hemmwirkung essentiell ist.

Nach den in Abschnitt 5 erwdhnten Ergebnissen eigener
Untersuchungen mit Hydrierungsprodukten der Acarbose
(57 sowie nach den von japanischen Autoren beschriebe-
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nen FEigenschaften von gesittigten, der Acarbose (5) ver-
wandten mikrobiellen Inhibitoren’?” diirfte die Doppel-
bindung nur in quantitativer Hinsicht von Bedeutung sein.
Es ergibt sich damit unter Beriicksichtigung weiterer Pa-
tentliteratur’® fiir diese pseudooligosaccharidischen a-
Glucosidasen-Inhibitoren die allgemeine Strukturformel
(37), in der entweder R' =H und R?=H oder OH ist, oder
in der R' und R? eine Doppelbindung bilden.

CH,OH _,
H- (Glucose) R
m\o
HO 3 _
HO CH,R® (37), R® = H, OH
HN O
HO

5

HO
O—(Glucose),—OH

Im Gegensatz zur Acarbose (5) dhneln Nojirimycin (35)
und 1-Desoxynojirimycin (36) in ihrer MolekiilgréBe und
in gewissem Umfang auch in ihrer Struktur der D-Glucose.
Sie hemmen eine ganze Reihe von sowohl a-Glucosidasen
(einschlieBlich Diinndarm-Isomaltase'™), vgl. Tabelle 10)
als auch B-Glucosidasen!*®%%°7-%3, Sje diirften mit dem Teil
des aktiven Zentrums der Saccharase reagieren, der das
,-Glucopyranosid-Subzentrum* darstellt, und weder mit
dem ,,Aglycon-Subzentrum‘* noch mit der Carboxygruppe,
die den glycosidischen Sauerstoff protoniert (pK, ca. 7.3).
Dementsprechend sind die K;-Werte fiir beide Substanzen
bei den pH-Werten 6.8 und 7.45 nahezu gleich®®. Anhand
der vorhandenen Daten ist der Wirkungsmechanismus von
Nojirimycin (35) und Desoxynojirimycin (36) nicht so ein-
fach zu erkldren wie der von Acarbose (5). Nach eingehen-
der Diskussion aller Gegebenheiten, unter Einbeziehung
der mit anderen, schwicher wirkenden Saccharase-Inhibi-
toren (z. B. p-Glucono-1,5-lacton und D-Glucono-1,5-lac-
tam) gewonnenen Erkenntnisse und unter Heranziehung
moglicher Hypothesen kommen Semenza et al.®® zu dem
SchluB, daB (35) und (36) in nicht protonierter Form an das
aktive Zentrum gebunden und anschlieBend protoniert
werden. Fiir (36) z. B. ergibt sich dann das in Abbildung 20
schematisch wiedergegebene Bild.

o—

I
£ A
e ™ RN
h& ']' @
0 <
H Fru

Abb. 20. Bindung des protonierten 1-Desoxynojirimycin-Molekils (36) (sche-
matisch) an eine Carboxylatgruppe des aktiven Zentrums der Saccharase im
Vergleich zum Oxonium/Carbenium-Ion-Ubergangszustand des Substrats
(siehe auch Abb. 19).

12. Pharmakologische und klinische Aspekte

Distetische MaBnahmen sind seit langem eine Basisthe-
rapie von Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes melli-
tus, Adipositas oder Hyperlipoproteindmie, Typ IV. Diese
MaBnahmen verlangen vom Patienten grundsétzlich eine
reduzierte Aufnahme von Kohlenhydraten und eine Ver-
teilung der Mahlzeiten auf moglichst viele kleine Portio-

[*] K; fiir 1-Desoxynojirimycin (36): 4.76-10~* mol/L bei pH 6.25 (Schwei-
nediinndarm-Isomaltase, Methode: ,,Dixon plot*).
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nen iiber den ganzen Tag. Auf diese Weise lassen sich in
vielen Fillen Hyperglykimie, Hyperinsulindmie und Hy-
pertriglyceriddmie (erhéhte Triglycerid-Werte im Blut)
vermeiden. In der téglichen Praxis stehen jedoch der Ein-
haltung derartiger MaBnahmen haufig duBere Umstinde
und innere Widerstinde entgegen'.,

Kohlenhydrate sind ein Hauptbestandteil der menschli-
chen Nahrung, und von ihnen bestehen 80-90% aus Starke
und Saccharose®. Im allgemeinen miissen tiglich {iber
250 g Di- und Polysaccharide, wie in den Abschnitten 2
und 3 nidher ausgefiihrt, im Intestinaltrakt enzymatisch ge-
spalten werden, ehe sie vom Organismus verwertet werden
konnen. Nach einem bereits in der Einleitung erwihnten
Konzept von Pulst'®2%%I sollte eine medikamentdse Beein-
flussung der intestinalen Kohlenhydratverdauung mit ge-
eigneten a-Glucosidasen-Inhibitoren ein gangbarer Weg
sein, um regulierend und retardierend in die Kohlenhy-
dratverdauung einzugreifen, die Resorptionsrate der Mo-
nosaccharide zu steuern und auf diese Weise den Interme-
didrstoffwechsel der Kohlenhydrate zu beeinflussen. Die-
ses Konzept konnte durch die Ergebnisse experimenteller
und klinisch-pharmakologischer Untersuchungen mit ei-
nem o-Amylase-Inhibitorpriparat (BAY d 7791), einem
Protein aus Weizensamenmeh]!'"-'8  gestiitzt  wer-
den!”-771: das fiihrte zur Suche nach wirksameren o-Glu-
cosidasen-Inhibitoren. Die pseudooligosaccharidischen
Inhibitoren der allgemeinen Formel (4) erwiesen sich als
besonders geeignet. Die Ergebnisse von in-vivo-Versuchen
an Ratten, die mit den Homologen erzielt wurden, sind in

Tabelle 13. Hemmung der a-Glucosidasen-Aktivitat in vitro und in vivo
durch Acarbose (5) und Homologe der allgemeinen Formel (4) [45].

Komponente in vitro in vivo in vitro in vivo
50% EDs [b] bei 50% EDs,
Hemmung Stirke- Hemmung [b] bei
von 100 mU belastung von 10 mU Saccharose-
a-Amylase [mg/kg Saccharase belastung
[2] [ng] Ratte] (2] [ng] Img/ke

Ratte]

2 855 1.1 560 1.0

3 (Acarbose) 680 1.5 74 1.1

4 1135 14 455 33

5 4.7 1.0 700 10.0

6 2.8 0.4 700 ~=25.5

BAY e 4609 14.5 6.1 60000 >75.0

[a] Vgl. FuBnote [b] in Tabelle 7. [b] EDs; ist die Dosis, die notwendig ist, um
den integrierten postprandialen Blutglucoseanstieg um 50% zu reduzieren
[100].

Tabelle 13 den in-vitro-Inhibitionswerten bei a-Amylase
und Saccharase (sieche auch Tabelle 7) gegeniiberge-
Stellt[43b.45.74,77]'

Die in-vivo-Charakterisierung der Inhibitoren erfolgt
durch Belastungstests an Ratten mit den Substraten Stirke
und Saccharose. Nach Gabe einer definierten Menge an
Kohlenhydrat wird die postprandiale Blutglucose-Konzen-
tration zu mehreren Zeitpunkten bestimmt, graphisch auf-
getragen und integriert, wobei die Blutglucose-Konzentra-
tion von mit physiologischer Natriumchlorid-Lésung be-
handelten Ratten als Basislinie dient. Die in-vivo-Aktivitit
wird als EDs,-Wert angegeben. Vergleicht man die Kenn-
daten der in-vivo-Aktivitit im Saccharose-Belastungstest
der ersten fiinf Glieder der homologen Reihe sowie die der
hochmolekularen Priparation BAY e 4609 mit den Daten
der in-vitro-Aktivitit der Saccharase-Inhibition, so fallt -
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abgesehen von den im Augenblick noch nicht befriedigend
erkldrbaren Verhiltnissen bei Komponente 2 (6) - eine
gute Parallelitdt von in-vitro- und in-vivo-Aktivititen auf
(Tabelle 13).

Sowohl in vitro als auch in vivo ist Acarbose (5) die
wirksamste Verbindung. Auffallend ist, daf} laut Tabelle 13
die Komponenten 2-6 den Stirkeabbau in vivo in sehr
dhnlichem Ausmall hemmen, wihrend die Unterschiede in
der a-Amylase-Inhibition in vitro betrichtlich sind (Abb.
16 und Tabelle 7). Daraus folgt, daB der Inhibitionstest in
vitro mit reiner a-Amylase als Enzym die Verhaltnisse des
intestinalen Stirkeabbaues in vivo nicht korrekt widerspie-
gelt. Wie bereits in Abschnitt 3 erwahnt, ist der intestinale
Stiarkeabbau ein komplexer Vorgang mit einer Vielzahl be-
teiligter Enzyme. Hinweise auf denkbare Mechanismen
der in-vivo-Wirkung konnen der Tabelle 7 entnommen
werden, nach der die Hemmung von Maltase, ,,Dextrina-
se* und Glucoamylase durch die Komponenten 2-5, be-
sonders aber durch Acarbose (5), betrichtlich ist. Wenn es
moglich wird, den Anteil der verschiedenen enzymatischen
Aktivititen an dem in-vivo-Abbau von Stirke zu Glucose
zu bestimmen, 1df3t sich vielleicht auch der in-vivo-Wir-
kungsmechanismus der Acarbose und ihrer Homologen
aufklaren. Wie aus Tabelle 13 hervorgeht, liegt die EDs,
fir Acarbose (5) im Stirkebelastungstest bei 1.5 mg/kg
Ratte; das ist eine Dosierung, die nur wenig hoher als die
im Saccharosebelastungstest ermittelte EDs, liegt. Dieser
Befund war unter anderem ausschlaggebend fiir die Aus-
wahl von Acarbose fiir die klinische Priifung und damit fiir
ihre praktische Anwendung. Mit ihrem breiteren in-vivo-
Hemmspektrum erwies sich Acarbose dem pharmakolo-
gisch”” und klinisch”® auch sehr eingehend untersuchten
a-Amylase-Inhibitor-Priparat BAY e 4609 klar iiberle-
gen.

Acarbose hemmt nicht nur dosisabhéngig den postpran-
dialen Blutzuckeranstieg bei mit Stirke und/oder Saccha-
rose belasteten Ratten, sondern dementsprechend auch die
reaktive postprandiale Hyperinsulinimie!*'%. Therapie-
bezogene klinisch-pharmakologische Untersuchungen an
gesunden Probanden fiithrten zu #dhnlichen Ergebnissen
wie die oben beschriebenen Experimente an Rat-
ten[45, 75, 100].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal Acarbose die Ge-
wichtszunahme bei genetisch adipdsen ,,Zucker“-Ratten,
die eine Saccharose-enthaltende Diidt erhielten, dosisab-
héngig vermindert, was auf eine verringerte Nahrungsauf-
nahme der behandelten Tiere zuriickzufithren ist. Diese
Tiere wiesen auflerdem signifikant reduzierte Serumwerte
an Triglyceriden und freien Fettsduren auf. Diese Reduk-
tion der Kohlenhydrat-induzierten Hyperlipoproteinimie
wird auf eine Verminderung der iiberschieBenden Sekre-
tion Triglycerid-reicher Lipoproteine, d. h. der ,,VLDL-
Fraktion®, aus der Leber zuriickgefiihrt. Schliefilich erga-
ben Analysen der Tierkorper (Karkassen) einen gegeniiber
Kontrolltieren verminderten Korperfettansatz bei unverin-
dertem Proteinanteil™> '],

Acarbose {5) wurde am eingehendsten, vor allem bei der
Indikation Diabetes mellitus, klinisch gepriift; das Ergeb-
nis zahlreicher Studien 14Bt sich wie folgt zusammenfas-
Sen[75'76'10”:

Bei insulinabhingigen Diabetikern 148t sich die Stoff-
wechsellage durch Acarbose deutlich verbessern, gemessen
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an erniedrigten Blutglucosewerten und einer Reduzierung
der Insulindosis. Insulin kann aber in Fillen eines Insulin-
mangels nicht durch Acarbose ersetzt werden. Bei nicht in-
sulinabhiingigen Diabetikern wird die Stoffwechsellage
um so deutlicher verbessert, je linger das Priparat einge-
nommen wird. Bedingt durch den Wirkungsmechanismus
von Acarbose kann es voriibergehend zu einer intestinalen
Symptomatik (Diarrhoe, Blahungen und dhnliches) kom-
men, die aber in der Regel von den Patienten toleriert
wird. Besonders bei linger andauernder Medikation
kommt es zu einer Verminderung der Symptomatik. Ge-
messen an hdmatologischen und klinisch-biochemischen
Untersuchungen erwies sich Acarbose als objektiv sehr gut
vertragliches Prdparat. Damit ist Acarbose, die zur Zeit
noch nicht im Handel ist, ein neues, in der Behandlung
von Diabetes mellitus wirksames Priparat, das obendrein
auch ein neuartiges therapeutisches Prinzip nutzt. Seine
Wirksamkeit bei Hyperlipoproteinimie und Adipositas
wird gegenwirtig klinisch gepriift.

Im Hinblick auf die ErschlieBung weiterer Indikationen
fir mikrobielle o-Glucosidasen-Inhibitoren wurden an
Versuchspersonen in-vivo-Untersuchungen zur Hemmung
des Stirkeabbaus in der Mundhéhle, der vorwiegend
durch Speichelamylase bewirkt wird, durchgefiihrt!’®%. Die
Zugabe der a-Amylase-Inhibitor-Praparation BAY e 4609
(vgl. Abschnitt 5) zu der in diesen Experimenten verwen-
deten Stirke bewirkt eine Reduktion des oralen Stirkeab-
baus. Telemetrische Messungen des nach der Stirkegabe
zu beobachtenden rapiden pH-Abfalls in den durch Bakte-
rien der Mundhohle an den Zahnen gebildeten ,,Plaques*
ergaben einen verminderten pH-Abfall bei Anwendung
des Amylase-Inhibitors. Dieser Effekt konnte bei Kombi-
nation von BAY e 4609 mit Acarbose noch verstirkt wer-
den. Diese Befunde geben zumindest Anhaltspunkte fiir
die mogliche Verminderung des kariogenen Potentials oral
abgebauter Stirke durch mikrobielle a-Glucosidasen-Inhi-
bitoren!'*?,

Acarbose und die anderen in diesem Beitrag besproche-
nen «-Glucosidasen-Inhibitoren zeigen beispielhaft, daf3
durch Screening, das einen Bezug zur praktischen Anwen-
dung hat, neue Wirkstoffe aus dem sicher noch lingst
nicht erschopften Reservoir der mikrobiellen, sekundéiren
Metaboliten gewonnen werden kénnen.

Wir danken Professor G. Semenza, Laboratorium fiir Bio-
chemie der ETH Ziirich, fiir wertvolle Diskussionen zum Wir-
kungsmechanismus der a-Glucosidasen-Inhibitoren und fiir
die freundliche Uberlassung seines zum Zeitpunkt der Ein-
reichung dieser Arbeit noch nicht verdffentlichten Manu-
skriptes’®®!. Ebenso danken wir Dr. J. J. Marshall, Miles
Labs. Inc., Elkhart, Indiana (USA) fiir die Uberlassung der
in den Tabellen 8 und 9 aufgelisteten Daten aus einem zum
Zeitpunkt der Abfassung dieser Arbeit noch nicht verdiffent-
lichten Manuskript'®"),
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eine neue Klasse hochwirksamer Calcium-Antagonisten

Von Friedrich Bossert, Horst Meyer und Egbert Wehinger!’!

Professor Herbert Griinewald zum 60. Geburtstag gewidmer

Die von Hantzsch vor nahezu hundert Jahren synthetisierten Aryldihydropyridine erwiesen
sich in jiingerer Zeit als hochwirksame und gut vertrigliche Calcium-Antagonisten. Parade-
beispiel ist der bereits therapeutisch angewandte 1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-4-(o-nitrophe-
nyl)pyridin-3,5-dicarbonsdure-dimethylester (Nifedipine). Dieser Stoff setzt die Anfallshdu-
figkeit bei Angina pectoris herab und senkt den Blutdruck. Die Entdeckung der therapeuti-
schen Wirksamkeit dieser Stoffklasse initiierte erneute Untersuchungen der Hantzsch-Kon-
densation sowie die Synthese zahlreicher 4-Aryldihydropyridine und verwandter Verbin-
dungen. Aus ihren biologischen Daten lassen sich qualitative und quantitative Struktur-

Wirkungs-Beziehungen ableiten.

1. Einleitung: Was ist ein Calcium-Antagonist?

Calcium-Antagonisten sind Wirkstoffe, die den trans-
membrandren Ca’*-Einstrom in die Zellen kontraktiler
Systeme verringern. Die Ca’*-abhingige Myofibrillen-
ATPase wandelt daraufhin im kontraktilen System weniger
in ATP-gespeicherte chemische Energie in mechanische
Energie um. Durch die Herabsetzung des ATP-Verbrauchs
wird der Sauerstoffbedarf des schlagenden Herzens ge-
senkt. Der kontraktile Grundtonus der Herzkranzgefife
und der peripheren GefidB3e nimmt ebenfalls ab. Die Calci-
um-Antagonisten haben demnach drei Grundwirkun-
gen!"?:

1) sie dimpfen den myocardialen Tatigkeitsstoffwechsel,
2) sie steigern die Durchblutung der HerzkranzgefiQe,
3) sie verringern den Stromungswiderstand der Arterien.

Wegen ihrer gefiflerweiternden Wirkung werden Calci-
um-Antagonisten klinisch insbesondere zur Therapie von
Sauerstoffmangelzustinden des Herzens verwendet, wie
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beispielsweise der Angina pectoris. Da sie den Stromungs-
widerstand in den Arterien verringern, sind Calcium-Anta-
gonisten bei geeignetem pharmakologischen Profil auch
zur Behandlung des Bluthochdrucks von Interesse!*>.
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