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ABSTRACT

The transfer reactions, particularly the cyclization reaction, catalyzed by the
cyclodextrin glycosyltransferase {(l —4)-a-D-glucan:[ (1 —+4)-a-D-glucopyranosyl |-
transferase (cyclizing), EC 2.4.1.19; CGT} from Klebsiella pneumoniae M 5 al were
studied with (1 —4)-a-D-glucopyranosyl chains (d.p. 16). The initial rate of the
cyclization reaction with substrate concentrations from 1 up to 16mm indicated a ¥V
of 6.2 kat - kg™ ! of protein and a molar catalytical activity of 421.6 kat - mol™?! of
enzyme. K, was found to be 1.03mm. In addition to the cyclization, CGT simultan-
eously catalyzed a disproportionation of the substrate, yielding shorter maltooligo-
saccharides and (1—4)-«-D-glucopyranosyl chains which were significantly longer
than the substrate itself. Cyclohepta- and cycloocta-amylose were accumulated in the
course of longer incubation. They arose mainly from coupling reactions with the
initially formed cyclohexaamylose and corresponding disproportionation of these
transfer products. The extremely low formation rates of the higher cyclodextrins
point to a “mistake™ of the enzyme, when cyclizing to cyclohepta- and cycloocta-
amylose.

ZUSAMMENFASSUNG

Die von der Cyclodextrin-Glycosyltransferase {(1—»4)-a-p-glucan: [(1—4)-a-
D-glucopyranosyl jtransferase (cyclizing), EC 2.4.1.19, CGT} katalysierten Transfer-
reaktionen, insbesondere die Zyklisierungsreaktion, wurden mit (1—4)-¢-D-Gluco-
pyranosylketten P, 16** bei Substratkonzentrationen von 1-16mMm untersucht. Aus
der initialen Geschwindigkeit der Zyklisierungsreaktion ergab sich ein ¥ von 6,2

*4. Mitteilung iiber Cyclodextrin-Glycosyltransferase von Klebsiella pnenmoniae M 5 al; 3. Mitteilung,
siche Zit. 1.

**p,, durchschnittlicher Polymerisationsgrad.
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kat - kg~! Protein bzw. eine molare katalytische Aktivitiit von 421,6 kat- mol™?!
Enzym. K, errechnete sich zu 1,03mMm. Parallel zu der Zyklisierung katalysierte die
CGT eine Disproportionierung des Substrates, die zu kiirzeren Maltooligosacchariden
und zu (1—-4)-o-D-Glucopyranosylketten fiihrte, deren Lingen deutlich iiber denen
des Substrates lagen. Cyclohepta- und Cyclooctaamylose wurden im Verlauf einer
langeren Inkubation angeh#uft, sie 2ntstanden hauptsédchlich im Zuge von Kupplungs-
reaktionen mit der primér gebilo:ten Cyclohexaamylose und entsprechender Dis-
proportionierung dieser sekundiren Transferprodukte. Die extrem langsamen
Bildungsgeschwindigkeiten von Cyclohepta- und Cyclooctaamylose berechtigen zu
der Annahme, daBl es sich bei der Zyklisierung zu den héheren Cyclodextrinen um
“Fehler” des Enzymes handelt.

EINLEITUNG

Die durch die Cyclodextrin-Glycosyltransferase {(l—»4)—a—D-3(ucan: [(1—-4)-a-
p-glucopyranosyl Jtransferase (cyclizing) EC 2.4.1.19, CGT} katalysierten (1—4)-o-
D-Glucopyranosyltransfer-Reaktionen sind durch die Gleichungen (/) und (2) charak-
terisiert.

Zyklisierung

Glc,* = Gilc, ., + Cyclodextrine )
“Kupplang”
(x = 6 Cyclohexa-, x = 7 Cyclohepta-, x = 8 Cyclooctaamylose)
Glc, + Glc, = — Glec,, ., + Glc, ., )
“Homologisierung’™

Bei diesen Transferreaktionen wird generell eine a-p-(1—4)-glucosidische Bindung des
Substirates (Donor) gespalten. Der das nicht reduzierende Fnde enthaltende Teil der
(1—-4)-a-p-Glucopyranosylkette wird tiber OH-1 auf die frzie OH-4 des Akzeptors
transferiert. Reaktion (7) ist demnach insoweit ein Sonderfail von (2), als das freie,
nicht reduzierende Ende des Substrates selbst als Akzeptor fungiert. Die Frage, welche
Voraussetzungen gegeben sein miissen, damit dieser Sonderfzll von (2) eintritt, ist
bislang unbeantwortet. Sowohl bei der CGT von Becillus macerans wie auch bei dem
Enzym von Klebsiella pneumoniae M 5 al ist Cyclohexaamylose primires zyklisches
Produkt. Cycloheptaamylose und Cyclooctaamylose werden hauptsichlich im Ver-
laut sekundidrer Transferreaktionen gebildet, sie nehmen zumindest nicht in dem
MaBe wie die Cyclohexaamylose an Riickreakiionen nach (/) teil* ~*, In verschiedenen
Arbeiten wurde die Frage gepriift, ob die CGT aus definierten Maltooligosacchariden
(Glc,~Glc,) durch (1—4)-2-D-Glucopyranosyltransfer Cyclodextrine zu produzieren
vermag'*°~%. Es zeigte sich, daB die CGT Maltooligosaccharide >Glc, rasch
disproportioniert. Wenngleich als Produkte dieser Transferreaktionen auch geringe

*Glen, (1—24-a-D-Glucopyranosylketten mit n Glucopyranosylresten.
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Mengen an Cyclodextrinen wie auch an lingeren (1-—4)-a-pD-Glucopyranosylketten
nachgewiesen werden konnten, so blieb durch die zum Teil kontroversen Ergebnisse
doch die eigentliche Frage nach den Vorbedingungen fiir die Zyklisierungsreaktion.
unbeantwortet. Ein vermuteter Zusammenhang zwischen der helikalen Konformation
langer (1—4)-0-D-Glucopyranosylketten (Amylosen) und dem Ringschluss zu
Cyclodextrinen'®!! bleibt fraglich, da man weiss, daB die Amylosemolekiile in
wissriger Losung als lockere, langgestreckte Helices vorliegen*?~!'* (siche dazu
Lit.}?). Unwahrscheinlich scheinen die Annahmen, daB es zum Ringschluss komme,
wenn Maltooligosaccharide von “rechter Linge” (Glc, oder Glc,) am Enzym ge-
bunden werden'® oder daB jeweils der mittlere Teil einer entsprechend langen
(1—+4)-a-D-Glucopyranosylkette zyklisiert wird, wahrend ihre Enden als Malto-
oligosaccharide freiwerden?®. Die durch die CGT von K. pneumoniae durch Kupp-
lungs- und Disproportionierungsreaktionen mit dem Substrat Cyclohexaamylose
und den Akzeptoren p-Glucose und Maltose gebildeten (1—4)-a-D-Glucopyranosyl-
transfer-Produkte wurden kiirzlich eingehender analysiert!. Im Verlauf dieser Unter-
suchungen zeigte es sich, daf es unter Verwendung geeigneter Hilfsenzyme durchaus
moglich ist, diese Transferreaktionen kinetisch zu erfassen!*’. Dagegen bereiten kine-
tische Untersuchungen der Zyklisierungsreaktion Schwierigkeiten. Abgesehen davon,
daB es fiir die Initialphase der in Richtung Zyklisierung verlaufenden Reaktion (/)
kein fiir kinetische Messungen geeignetes Testsystem gibt, mangelt es auch an einem
definierten Substrat Glc,. Zur exakten Untersuchung muss schliesslich die Moglich-
keit gegeben sein, zwischen den Reaktionen (7) und (2) differenzieren zu kdnnen.

Unter den (1—4)-a-D-Glucopyranosyltransfer-Produkten der CGT von X.
pneumoniae M 5 al mit dem Substrat Cyclohexaamylose und dem Akzeptor Maltose
finden sich! (1--+4)-a-D-Glucopyranosylketten mit P,-Werter > 16. Die Austeuten
an solchen Ketten wie auch ihre durchschnittlichen Kettenldngen sind von der In-
kubationszeit der Transferansitze und von dem Substrat—Akzeptor-Verhiltnis ab-
hingig. Da wir einen Zusammenhang zwischen (1-—4)-a-D-Glucopyranosylketten
P, 16 und der Zyklisierungsreaktion vermuteten®, war es naheliegend, diese Ketten
als Substrate fiir Untersuchungen der Zvklisierungsreaktion einzusetzen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Material. — CGT wurde aus dem Kulturfiltrat von Klebsiella pneumoniae
M 5 al nach Vorschrift isoliert und bis zur elektrophoretischen Einheitlichkeit ge-
reinigt®!7. p-Amylase [(1—4)-¢~D-Glucan : maltohydrolase, EC 3.2.1.2] aus Bataten
(~500 U/mg Protein, 3 x krist., reinst) war von Serva (Heidelberg, BRD), Amylo-
glucosidase [(1—+4 oder 6)-a-D-Glucan : glucohydrolase, EC 3.2.1.3] von Boehringer
(Mangheim, BRD). Cyclohexaamylose wurde mit der CGT von K. pneumoniae aus
Kartoffelstirke (Henkel & Cie., Diisseldorf, BRD) gewonnen und im wesentlichen
nach Thoma und Stewart'® gereinigt. Léngere (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten
wurden im priparativen Masstab aus Transferansitzen der CGT (20 mg Protein/L)
mit Aquimolaren Mengen an Cyclohexaamylose und Maltose (je 44mm) in 10mm
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Tris - HCI-Puffer, pH 7,2 (5mm an CaCl,), nach 5 h Inkubation bei 30° durch Prizi-
pitation mit Methanol (1,5 Vol.) abgetrennt und durch viermaliges Umfdllen mit
Methanol gereinigt. Kiirzere (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten wurden aus den
Methanol-Uberstinden der gleichen Transferansitze nach schonender Konzentrierung
auf 1/8 des Volumens im Rotationsverdampfer mit Methanol (2,5 Vol.) prazipitiert
usd ebenfalls durch viermaliges Umfillen mit Methanol gereinigt. Alle anderen
verwendeten Substanzen wurden in handelsiiblicher falls erforderlich, in reinster
Form verwendet.

Analytische Methoden. — K ohlenhydrate wurden mit Anthron'?-2°, reduzieren-
de Aldehydgruppen mit dem Nelson-Reagens?! bestimmt. Die P,-Werte der linearer
(1 -4)-a-D-Glucopyranosylketten wurden nach Gesamtkohlenhydrat (als D-Glucose)/
reduzierende Glucoseenden bestimmt??. Die enzymatische D-Glucosebestimmung
mit p-Glucoseoxidase—Peroxidase wurde nach gegebener Vorschrift vorgenommen?3.

Durchfithrung und Aufarbeitung der Transferansdtze. — Die Zeitabhingigkeit
der Transferreaktionen wurde in 10mMm Tris - HCl-Puffer, pH 7,2 (5mM an CaCl,),
bei Substratkonzentrationen von 1-20mM und bei einer CGT-Konzentration von
14 mg Protein/L verfolgt, jeweils 100 mL der Transferansidtze wurden fiir einen Zeit-
wert eingesetzt. Das Substrat wurde in dem Puffer durch vorsichtiges Erhitzen
gelost, Inkubationstemperatur war 30°. Die enzymatische Reaktion wurde nach
Erreichen der gewiinschten Inkubationszeiten durch schmnelle Zugabe von Methanol
(1,5 Vol.) gestoppt. Die Aufarbeitung der Transferansidtze zur Analyse der gebildeten
Produkte erfolgte nach beschriebener Methode?, fiir die Kurzzeitmessungen wurde
das Aufarbeitungsschema in der folgenden Weise modifiziert:

(@) Die mit 1,5 Vol. Methano!l prazipitierbaren (1—4)-«-D-Glucopyranosyl-
ketten > Glc,; wurden nach 24 h Stehen der Fillungen bei 0° abzentrifugiert, dreimal
nach Lésen in je 60 mL dest. Wasser mit Methanol (1,5 Vol.) reprézipitiert und
anschliessend lyophilisiert.

(b) Die vereinigten Uberstinde aus (g) wurden im Rotationsverdampfer auf
Volumina von 30 mL eingeengt und entsprechend der Menge an gebildeter Cyclo-
hexaamylose mit 5-24 mL einer LSsung von 0,08M Iod in 0,1M Kaliumiodid versetzt.
Die Iodeinschlusskomplexe wurden nach 12 h Stehen der Fallungen bei 0° abzentrifu-
giert, die erhaltene Cyclohexaamylose einmal als Iodclathrat umgefallt und an-
schliessend lyophilisiert.

(¢) Die Maltooligosaccharide enthaltenden Uberstinde aus () wurden nach
Erhitzen (zur Sublimation iiberschiissigen Iods) lyophilisiert.

Die Bestimmung der Ausbeuten an Transferprodukten sowie die Priifung der
Volistindigkeit der Fraktionierung wurde wie folgt vorgenommen:

(a) Die Mengen aa den in 609, Methanol unl&slichen (1—4)-a-D-Gluco-
pyranosylketten wurden sowohl gravimetrisch wie auch colorimetrisch mit Anthron
bestimmt. Bis zur Gewichtskonstanz bei 110° getrocknete Proben des frischen Lyo-
philisats ergaben einen Wassergehalt von 129%,. Die nach Trocknen erhaltenen Aus-
wagen der Fraktionen stimmten mit den Anthronwerten innerhalb der Fehlergrenze
iiberein. Zur Reinheitspriiffung wurden je 100 mg der Fraktionen in 60mM Acetat-
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puffer (pH 4.8, 30 mL) gelost und mit Amyloglucosidase (0,2 mg) bei 30° solange
inkubiert, bis keine Zunahme des Reduktionswertes mehr nachzuweisen war. Die
Bestimmung der Reduktionswerte und die enzymatische D-Glucosebestimmung
ergaben eine 100 %jige Umwandlung in p-Glucose. Demnach waren die erhaltenen
Fraktionen der ldngeren (l1-4)-¢-D-Glucopyranosylketten frei von zyklischen
Transferprodukten.

(b) Cyclohexaamylose wurde gravimetrisch als lodclathrat anhand der Kristall-
form des Clathrats bestimmt, wobei fiir die Berechnung die in der Literatur fiir die
entsprechende Kristallform angegebenen Iod- und Kristallwasser-Werte zugrunde
gelegt wurden®. Die parallel durchgefiihrten colorimetrischen Kohlenhydratbestim-
mungen deckten sich mit den durch Auswage der lodclathrate erhaltenen Werten.
In Losungen der Cyclohexaamylose-Frakiionen konnten auch nach Inkubation mit
Amyloglucosidase keine reduzierenden Aldehydgruppen nachgewiesen werden.
Demnach war die Cyclohexaamylose frei von reduzierenden Maltooligosacchariden.

(¢) Der Kohlenhydratgehalt der Maltooligosaccharid-Fraktionen wurde colori-
metrisch mit Anthron bestimmt. Proben der Fraktionen wurden nach Entfernung der
Puffersaize bzw. des Kaliumiodids durch Ionenaustauscher (Amberlite TR-120—
Amberlite IR-400, Serva, Heidelberg, BRD) lyophilisiert und anschliessend bei 110°
bis zur Gewichtskonstanz nachgetrocknet. Die Auswagen deckten sich mit den er-
mittelten Anthron-Werten. Durch Inkubation mit Amyloglucosidase war das Material
zu 979% zu D-Glucose abzubauen. Die in den Maltooligosaccharidfraktionen enzy-
matisch nachweisbaren geringen Mengen an zyklischen Transferprodukten (durch
Amyloglucosidase nicht spaltbar) wurden den Cyclodextrinfraktionen zuaddiert.

Alle angegebenen Werte wurden aus jeweils vier Analogansitzen gemittelt.
Die Variationskoeffizienten fiir die in vier verschiedenen Ansitzen nach jeweils
gleicher Inkubationszeit zu bestimmenden Transferprodukte betrugen zwischen
+1,39% und +1,8%.

ERGEBNISSE

Charakterisierung der (I1—>4)-a-D-Glucopyranosylketten P, 16 (S;). — Bislang
stehen keine befriedigenden chromatographische Methoden zur Verfiigung, (1—»4)-
a-D-Glucopyranosylketten mit Langen > Glc,, exakt zu fraktionieren. Die Chromato-
graphie an Sephadex G-50 ergibt nur ein grobes Verteilungsmuster der Ketten-
lingen?*. Beschriebene enzymatische?® bzw. recht aufwendige Verfahren der orga-
nisch-chemischen Analyse sind kaum aussagekriftiger als eine Bestimmung der
durchschnittlichen Kettenldngen durch das Verhiltnis Gesamtkohlenhydrat/redu-
zierende D-Glucoseenden?2. Wir beschrinkten uns deshalb bei der Ermittlung der
P_-Werte auf die letztgenannte Methode. Die Streuung der Kettenliingen kann grob
durch Papierchromatographie und durch die Intensitit der “Farben” der lodkom-
plexe abgeschidtzt werden, wobei durch die Iodbindungskapazitit der (1—4)-«-D-
Glucopyranosylketten sowie durch die temperaturabhingige Stabilitit der Iod-
komplexe zusitzliche Hinweise zu erhalten sind?%27. Die erhaltenen Daten sprechen
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Abb. 1. Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose in Abhédngigkeit von der Substratkonzen-
tration (S1)- (A) Initiale Bildungsgeschwindigkeit in der ersten Minute der Inkubation. (B) Verlauf
der Zunahme an Cyclohexaamylose wahrend 40 min Inkubation (30°). Kurvenschar 1-5 Anfangs-
konzenirationen des Substrates 1, 3, 6, 13, 16mM (14 mg CGT/L). Fiir die Aufarbeitung der Transfer-
ansdtze und die Ausbeuten-Berechnung siche Experimenteller Teil.
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Abb. 2. Initiale Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose in Abhangigkeit von der Substrat-
konzentration (S1). Darstellung von 1/v: gegen 1/(S) nach Zit. 28. Die Anfangskonzentrationen des
Substrates waren 1, 3, 6, 13 und 16mmMm (14 mg CGT/L), fiir die Berechnung liegen die nach 30 s
Inkubation (30°) ermittelten Mengen an Cyclohexaamylose zugrunde. Der fiir die Anfangskonzen-
tration von 1mum erhaltene 1/(S)-Wert liegt ausserhalb des dargestellten Bereichs der Geraden.

dafiir, daB3 die Streuung der Kettenliingen von S; mit Grenzwerten von etwa Glc,,
bis Glc, 4 nicht sehr breit ist. Erwartungsgemdss wird S; durch f-Amylase vollstiudig
zu Maltose (Maltotriose) abgebaut, d.h. es enthélt ausschliesslich «-D-(1-—4)-gluco-

sidische Bindungen.
Zeitlicher Verlauf der (I—4)-a-D-Glucopyranosyltransfer-Reaktionen in Ab-
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Abb. 3. Zeitumsatzkurven in Abhiéngigkeit von den Anfangskonzentrationen des Substrates (Si)-
Kurvenschar 2-5 ¢ ), Anfangskonzentrationen des Substrates 3, 6, 13 und 16mM (14 mg
CGT/L); (———) Zunahme der Pa-Werte der bei 60% Methanol unldslichen (1—4)-a-D-Gluco-
pyranosylketten im Verlauf der Inkubation (Substratkonzentration 16mm). Fiir die Aufarbeitung
der Transferansitze und die Bestimmung der Pa.-Werte siche Experimenteller Teil.

Abb. 4. Verlauf der Zunahme an Maltooligosacchariden in Abhingigkeit von der Substratkonzen-
tration (Si). Kurvenschar 2-5 ( ), Anfangskonzentrationen des Substrates 3, 6, 15 und 16mm
(14 mg CGT/L); (~—-) Abnahme der Pp,-Werte der Maltooligosaccharidfraktionen im Verlauf der
Inkubation (30°) bei der Substratkonzentration von 16mm. Fiir die Aufarbeitung der Transferansitze
und die Berechnung der Ausbeuten siche Experimenteller Teil.

héngigkeit von der Substratkonzentration (S,). — {a@) Bildungsgeschwindigkeit von
Cyclohexaamylose. Die Anfangsgeschwindigkeit der Transferreaktion, gemessen an
der Bildung von Cyclohexaamylose, wurde mit den Substratkonzentrationen von
1.3, 6,13 und 16mm verfolgt (Abb. 1A). Anhand der in den ersten 30 s der Inkubation
gemessenen Bildungsgeschwindigkeiten und der graphischen Darstellung von 1/u;
gegen 1/(S) nach Lineweaver und Burk?® (Abb. 2) ergibt sich fiir ¥ der Wert von
6,2 kat - kg~! Protein bzw. mit dem Substrat S, eine molare katalytische Aktivitit
von 421,6 kat - mol ™! Enzym. Die Michaelis-Konstante K, (30°, 10mM Tris - HCI-
Puffer, pH 7,2) errechnet sich zu 1,03mm.

(b) Zeitumsatz des Substrates. Entsprechend der abnehmenden Geschwindig-
keit der Zyklisierungsreaktion (Abb. 1B) verlangsamt sich im Verlauf der Inkubation
der Substratumsatz (Abb. 3)*. Fiir die aus den Zeitproben mit 1,5 Vol. Methanol
prazipitierbaren (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten ergeben sich wesentlich hohere
P,-Werte als fiir das eingesetzte Substrat: Die durchschnittlichen Kettenlingen steigen
im Verlauf von 20 min Inkubation auf Werte um Glc;,. Bei diesen Ketten handelt

*Der zeitabhidngige Verlauf der Bildung von Cyclohexaamylose dhnelt demjenigen einer Reaktion
erster Ordnung: Die Zeitumsatzkurve einer Reaktion erster Ordnung ldsst sich halblogarithmisch als
Gerade darstellen, wenn log (S)/(St) gegen die Zeit aufgetragen wird [(S:) Konzentration des Substrates
zur Zeit ¢]. Die halblogarithmische Auftragung der ermittelten Substratwerte ergibt bei den Ansitzen
mit hoherer Anfangskonzentration des Substrates zwei Gerade mit unterschiedlichen Steigungen.
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es sich demnach nicht ausschliesslich um Restsubstrat, sondern zumindest zu einem
Teil um Disproportionierungsprodukte der CGT (Abb. 3).

(¢) Verlauf der Zunahme an kiirzeren, linearen Transferprodukten. Die Menge
der bei den Transferreaktionen entstehenden, in 609, Methanol 16slichen kiirzeren
(1 »4)-a-D-Glucopyranosylketten (als Maltooligosaccharide bezeichnet) nimmt
wihrend 30 min Inkubation linear mit der Zeit, jedoch in zwei Phasen unterschied-
licher Geschwindigkeit zu (Abb. 4). Die P,-Werte dieser Transferprodukte sinken im
Verlauf der Inkubation von 8,8 (20) auf etwa 5.

Bildung von Cyclohepta- und Cyclooctaamylose aus dem Substrat S;. — Nach
40 min Inkubation mit dem Substrat S, sind in den Transferansitzen nur Spurcn an
Cycloheptaamylose nachzuweisen. Es war deshalb interessant, die Transferreaktionen
iiber lingere Zeitriume zu verfolgen. Ansitze mit einer Anfangskonzentration des
Substrates von 16mM wurden nach 20 min Inkubation aufgeteilt und jeweils ohne
Clathratbildner bzw. mit Toluol oder 1,1,2-Trichlorithan weiter inkubiert. Die nach
2, 6 und 20 h Inkubation erhaltenen Transferprodukte sind in Tab. I zusammen-
gestellt. Wihrend sich die Mengen an Cyclohexaamylose in Gegenwart von 1,1,2-
Trichlorithan zunichst halten bzw. sich leicht erh6hen und erst nach 20 h Inkubation
abgenommen haben, verringert sich der Gehalt an diesem Cyclodextrin in den
Ansitzen ohne Clathratbildner bzw. in Gegenwart von Toluol offensichtlich zu
Gunsten der hdheren Cyclodextrine. Der Ansatz mit Toluol enthilt die grdsste
Menge an Cyclohepta-, derjenige ohne Clathratbildner die grésste Menge an Cyclo-

TABELLE I

(1 —4)-a-D-GLUCOPYRANOSYLTRANSFER-PRODUKTE MIT DEM SUBSTRAT S; NACH LANGERER INKUBATIONS-
ZEIT IN ABWESENHEIT BZW. IN GEGENWART VON CLATHRATBILDNERN?

Produkt Inkubations- Ohne Mit Toluol Mit
zeit (k) Clathratbildner® 1,1,2-Trichlordthan
Methanolprazipitat 2 4 (22,6) 3,9 (20) 1,6 (15,9
6 2,6 (19,6) 2,4 (18) 1,4 (14,1)
20 1,7 (16,2) 1.4 (14,2) 1,9 (16,9)
Cyclohexaamylose 2 11,7 10,1 227
6 10,7 10 24
20 6 5 10,6
Cycloheptaamylose 2 1,8 2,6 0
6 3,2 5,9 0
20 8 12,1 6,2
Cyclooctaamylose 2 0,4 0,26 0
6 1,8 0,9 0
20 5 2,5 0,3
Maltooligosaccharide 2 15,7 14,6 14,7
6 16,1 154 14,9
20 15,6 15,2 18,5

sAngaben in molarer Konzentration. Anfangskonzentration des Substrates 16mm, 14mg CGT/L,
Inkubationstemperatur 30°. Fiir die Aufarbeitung siche Zit. 1. In Klammern Pn-Werte.
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octaamylose. Die Mengen an den in 609, Methanol unléslichen (1-—4)-a-p-Gluco-
pyranosylketten nehmen langsam, in dem 1,1,2-Trichlordthan-haltigen Ansatz jedoch
bis zu 6 h Inkubation stark ab. Die durchschnittlichen Kettenlingen verkleinern
sich im Verlauf der Inkubation. Der Gehalt an Maltooligosacchariden #ndert sich
wihrend der 20-stiindigen Inkubation nur geringfuigig.

DISKUSSION

Mit dem Substrat S, katalysiert die CGT von K. pneumoniae parallel zur
Zyklisierung Disproportionierungsreaktionen, die zu Maltooligosacchariden und zu
(1—-4)-a-p-Glucopyranosylketten fiihren, die signifikant linger als das Substrat S;
sind. Die Zyklisierungsreaktion scheint limitiert (Tab. II). Diese Limitierung, deren
Folge cine verstiarkte Disproportionierung des Substrates ist, mag folgende Ursache
haben: Wir vermuteten, da3 es dann zur Zyklisierung komme, wenn eine entsprechend
lange (1—4)-a-D-Glucopyranosylkette am Enzym gebunden wird und die Akzeptor-
stelle untesetzt bleibt!. Die Wahrscheinlichkeit einer unbesetzten Akzeptorstelle
solite aber mit steigender Substratkonzentration geringer werden. Eine Korrektur
der fiir die initiale Phase der Transferreaktion experimentell ermittelten, von der
Anfangskonzentration des Substrates und damit von v; abhiingigen Werte fiir pro
mmol Substrat gebildete mmole Cyclohexaamylose auf V bestitigt diese Vermutung.

Fiir die im Verlauf der Inkubation abnehmende Bildungsgeschwindigkeit von
Cyclohexaamylose ist eine Verarmung an Substrat nicht verantwortlich, da die zu
bestimmenden Mengen an (1—4)-o-D-Glucopyranosylketten > Glc;¢ iiber dem fiir
die Zyklisierung ermittelten K_-Wert liegen. Ursache konnte eine Anndherung an das
Reaktionsgleichgewicht sein*. Zur Klirung dieser Frage sollten einige modifizierte
Transferansitze beitragen (Tab. III).

(a) Die als lineare Transferprodukte mit dem Substrat S; zu erhaltenden
(1 —>4)-o-D-Glucopyranosylketten >Glc,s (S,;) sind hinsichtlich der Bildungsge-
schwindigkeit von Cyclohexaamylose gleichwertige Substrate. Der Zeitumsatz von
S, ist dagegen geringer, in entsprechender Weise nimmt die Menge an Maltooligo-
sacchariden langsamer zu. Dieser Transferansatz liefert die Erkldarung dafiir, warum
der Zeitumsatz des Substrates S, und die zeitabhingige Zunahme an Maltooligo-
sacchariden in zwei distinkten Phasen erfolgen: Mit der Anhidufung der lingeren
linearen Disproportionierungsprodukte aus S, verlangsamt sich die Geschwindigkeit
des Umsatzes (Exp. A und B).

(b) Der Zusatz von Maltooligosacchariden zu einem Transferansatz mit dem
Substrat S; hat keinen Einfluss auf die initiale Bildungsgeschwindigkeit von Cyclo-
hexaamylose, er beeinflusst jedoch den Zeitumsatz des Substrates. Die bereits nach

*Von Pazur (siche Zit. 6) wurden fiir die Reaktion (/) Gleichgewichtskonstante angegeben (Kcyclonexa—
0,021, Kcyeclohepta—0,056, Kcyclooctanmylose 0,035). Nach den vorliegenden Befunden ist mit dem von
uns verwendeten Substrat eine Trennung der reversiblen Reaktionen () und (2) nicht moglich, so
daB Keq ausschliesslich fiir (/) nicht angegeben werden kann.
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TABELLE IT

ABHANGIGKEIT DER ZYKLISIERUNGSREAKTION YON DER WAHRSCHEINLICHKEIT UNBESETZTER AKZEPTOR~
STELLEN DER CGT BEI VERSCHIEDENEN ANFANGSKONZENTRATIONEN DES SUBSTRATES Si. PRO MMOL
SUBSTRAT GEBILDETE MMOL CYCLOHEXAAMYLOSE NACH 1 MIN INKUBATION (39°)s

Substratkonzentration Wabhrscheinlichkeit Cyclohexaamylose (mmol)[Substrat (mmol)
(mn) unbesetzter - -
Akzeptorstellen (%) Experimentell Experimentell
ermittelte Werte ermittelte Werte,
auf 'V korrigiert
3 100 1,08 1,733
6 50 0,675 0,867
16 ~20 0,309 0,324

2Die Wahrscheinlichkeit unbesetzter Akzeptorstellen wurde fiir die Anfangskonzentration des
Substrates von 3mM = 1009, gesetzt.

TABELLE I

INITIALE BILDUNGSGESCHWINDIGKEIT VON CYCLOHEXAAMYLOSE UND SUBSTRATUMSATZ MIT DEM SUBSTRAT
S2 [(1-+4)-a-D-GLUCOPYRANOSYLKETTEN > Glcas] UND DEM SUBSTRAT Si REI ZUSATZ VON MALTO-
OLIGOSACCHARIDEN (P 6,3) BZW. CYCLOHEXAAMYLOSE?

Experiment

A B C D E
Substrat S: Sz Si S1 S1
Substratkonz. (mm) 13 11 9 9 13
Zusatz zum Transferansatz (mm) Maltooligo- Cyclohexa- Cyclohexa-

saccharide(7) amylose(6,6) amylose(8)
vt (Cyclohexaamylose) 5,57 5,4 52 5,1 5,08
(kat- kg1 Protein)

S: (40 min, mm)°© 1,9(32)% 5(31) 0,6(30,2) 2,2(32) 4.8(31,8)
Cyclohexaamylose (mmol)/
verbrauchtes Substrat 1,02 1,92

(mmol, 1 min Inkubation)

eZum Vergleich sind die mit dem Substrat S; ohne Zusatze erhaltenen Werte nochmals aufgefiihrt.
Fiir weitere Erlduterungen siche Text. °In Klammern die fiir (S:) ermittelten Pa-Werte. <S: zum
Zeitpunkt ¢ (40 min Inkubation) zu bestimmende Konzentrationen an in 60% Methanol unldslichen
(1-4)-a-D-Glucopyranosylketten.

1 min Inkubation zeitkonstante geringe Zunahme an Maltooligosacchariden spricht
fiir ein Gleichgewicht der Reaktion (2), welches allerdings durch den Schwund an
lingeren (1—4)-0-D-Glucopyranosylketten durch Zyklisierungsreaktionen (I) ver-
schoben wird. Dieser Transferansatz zeigt, daB die Maltooligosaccharide in der
Initialphase der Transferreaktionen offensichtlich keinen Einfluss auf die Wahr-
scheinlichkeit haben, mit welcher bei gegebener Substratkonzentration die Akzeptor-
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stellen des Enzyms unbesetzt bleiben. Sicher ist die Affinitit der CGT zu verschieden
langen (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten unterschiedlich gross (siehe fiir «- und
B-Amylasen Lit. 29 und 30). Nach den erhaltenen Befunden scheint sie zu den lingeren
Ketten grésser zu sein als zu Maltooligosacchariden (Exp. C).

(¢) Der Zusatz von Cyclohexaamylose zu einem Transferansatz mit-dem
Substrat S, hat keinen Einfluss auf die initiale Bildungsgeschwindigkeit von Cyclo-
hexaamylose, er beeinflusst aber sowohl die zeitabhingige Zunahme an dem Cyclo-
dextrin wie auch den Substratumsatz. Im Experiment D pegelt sich die Menge an
Cyclohexaamylose nach 10 min Inkubation auf einen konstant bleibenden Wert
von 13,5mM, im Experiment E auf einen solchen von 19,4mM cin. Der Zeitumsatz
des Substrates erfolgt in beiden Experimenten signifikant langsamer. Diese Befunde
sprechen dafiir, da3 die Abnahme der Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexa-
amylose mit dem Substrat S, ihre Ursache in der Anniherung an das Gleichgewicht
der Reaktion (/) zwischen dem Cyclodextrin und den lingeren (1—4)-a-p-Gluco-
pyranosylketten hat*. In der Tat besteht eine Proportionalitdt zwischen der Substrat-
konzentration und der maximal gebildeten Menge an Cyclohexaamylose: Die Ver-
hiltnisse (Substrat)/(Cyclohexaamylose,,.,) ergeben im Bereich der Anfangskonzen-
trationen des Substrates zwischen 3 und 13mM jeweils Werte um 0,67.

Nach French et al.® kann Cyclohexaamylose in Gegenwart von Toluol oder
1,1,2-Trichlorithan annihernd vollstandig in Cycloheptaamylose iibergefiithrt werden.
Bei diesen sekundiren Transferreaktionen sollen die linearen Transferprodukte als
Akzeptoren fiir die Kupplungsreaktion (/) dienen. Die im Verlauf der Langzeit-
inkubation unserer Transferansidtze ohne Clathratbildner bzw. mit Toluol festzu-
stellende Abnahme an Cyclohexaamylose ist grosser als die Zunahme an Cyclo-
hepta- bzw. Cyclooctaamylose. Im Verlauf von 2 h Inkubation erhéht sich statt-
dessen der Gehalt an den in 60 %, Methanol unloslichen (1 —+4)-o-p-Glucopyranosyl-
ketten (mit allerdings kleineren P,-Werten). Da die Menge an lingeren Ketten in
dem Ansatz mit 1,1,2-Trichlorithan stark abgenommen hat, ist deren Zunahme in den
Ansitzen ohne Clathratbildner bzw. mit Toluol nur durch Riickreaktion von Cyclo-
hexaamylose nach (/) und entsprechender Disproportionierung der “Kupplungs-
produkte’ nach (2) zu erklaren.

In dem 1,1,2-Trichloridthan-haltigen Ansatz erfolgt die Riickreaktion erst in
dem letzten Zeitintervall zwischen 6 und 20 h Inkubation. Die Loslichkeit des 1,1,2-
Trichlordthan-Clathrats von Cyclohexaamylose betrdgt 2,6 g/L (2,44mM), es ist
daher nicht einzusehen, warum diese Konzentration an 16slichem Cyclohexaamylose-
Clathrat ein Riickreaktion nach (/) zunichst nicht erlaubt. Die Rontgenstruktur-

*Es wird die Frage zu priifen sein, ob die abnehmende Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexa-
amylose nicht wenigstens teilweise auf einer Produkthemmung im Sinne einer kompetitiven Hemmung
durch das.Cyclodextrin selbst beruht: Berechnet man nach beliebigen Inkubationszeiten r die bei
(S:) zu bestimmende Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose auf die Anfangskonzentration
des Substrates (S) und trigt nach Dixon3! 1/v, (berechnet) gegen (Cyclohexaamylose;) auf, so erhilt
man fur die Substratkonzentrationen von 9, 11 und 16mm jeweils Gerade, die sich im 2. Quadranten
in der H6he von 1/V schneiden.
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TABELLE IV

BILDUNGSGESCHWINDIGKEITEN VON CYCLOHEPTA- UND CYCLOOCTAAMYLOSE IM VERLAUF DER LANGZEIT-
INKUBATIONEN MIT DEM SUBSTRAT Si1 (ANFANGSKONZENTRATION 16mM) IN ABWESENHEIT SOWIE IN
GEGENWART DER CLATHRATBILDNER TOLUOL BZW. 1,1 2-TRICHLORATHANS

Inkubations- V(Cyeloheptaamylose) V(Cyclooctaamylose)
zeit (h) (mkat-kg=t Protein) (mkat-kg—1 Protein)
_ Plus Plus 1,1,2- Plus Plus 1,1,2-
Toluol Trichlordthan Toluol Trichlorathan
1 17,9 26,2 3,6 24
2
7.6 16,6 6,9 3,2
6
6,8 8,8 8~ 4,5 24 0,44
20

eFiir die Aufarbeitung der Transferansitze siche Zit. 1. Weitere Erlduterungen im Text.

analyse von Cyclohexaamylose-Hexahydrat ergibt, dal die 6 Glucopyranosylreste
des Rings nicht dquivalent sind: Ein Glucopyranosylrest ist so rotiert, dal erannihernd
normal zur Achse des Cyclodextrintorus orientiert ist32. Die dadurch bedingte
“Verdrehung” des Cyclodextrinmolekiils verschwindet, wenn ein Einschlusskomplex
gebildet wird. Aufgrund der vorgeschlagenen Struktur von Cyclohexaamylose-
Hexahydrat sollte die enzymatische Spaltung einer (1 —+4)-a-D-glucosidischen Bindung
nur an diesem rotierten Glucopyranosylrest moglich sein. Das Cyclohexaamylose—
1,1,2-Trichlordthan-Clathrat dagegen sollte von der CGT nicht angreifbar sein. Die
enzymatische Reaktion kann aber dann in Gang kommen, wenn Cyclodextrinmolekiile
im Verlauf der Langzeitinkubation die eingeschlossene Verbindung verlieren.

Die Zyklisierungsreaktionen zu Cyclohepta- und Cyclooctaamylose verlaufen,
verglichen mit der zu Cyclohexaamylose, extrem langsam (Tab. IV). Diese niedrigen
Bildungsgeschwindigkeiten, die fiir Cycloheptaamylose maximal 1/300, fiir Cyclo-
octaamylose weniger als 1/1000 der fiir Cyclohexaamylose ermittelten Werte betragen,
berechtigen zu dem Schluss, daB es sich bei der Zyklisierung zu den héheren Cyclo-
dextrinen um “Fehler” des Enzyms handelt, die im Verlauf der Langzeitinkubation
dadurch relevant werden, daB3 die hoheren Cyclodextrine nicht oder nur sehr langsam
an den Kupplungsreaktionen teilnehmen (siehe dazu Zit. 1 und 4).
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