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Komplex der Endocellulase aus Acidothermus Komplex der Cellobiohydrolase aus Fusarium
cellulolyticus mit Cellotetraose oxysporum mit einem Thioglycosid

Einzelheiten der Wirkungsweise von Glycosidasen lie3en sich aufklaren durch
Kombination der enzymkinetischen Untersuchung von Glycosidasehemmern vom
Typ der Verbindungen 1 -4 mit der Analyse von Kristallstrukturen von Glycosidasen
und Glycosidase-Ligand-Komplexen. Konfigurationserhaltende B-Glycosidasen
protonieren das Substrat nicht ,von oben“, sondern ,von der Seite“, entweder
anti- (A) oder syn-standig zur endocyclischen C1—-0-Bindung (B).
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Neue Erkenntnisse iiber Hemmung, Struktur und Mechanismus
konfigurationserhaltender Glycosidasen

Tom D. Heightman und Andrea T. Vasella*

Professor Duilio Arigoni zum 70. Geburtstag gewidmet

Das Design starker und selektiver
Glycosidasehemmer beruhte bis in
jingste Zeit auf der Analogie zur
Struktur von Naturprodukten mit nach-
gewiesener Wirkung als Glycosidase-
hemmer oder zur Struktur des wahr-
scheinlichsten reaktiven Zwischenpro-
duktes, das dem Ubergangszustand der
enzymatischen Glycosidspaltung am
dhnlichsten ist, also einem Oxycarbe-
nium-Ion. Die Beziehungen zwischen
der Struktur der Hemmer und der
Kinetik der Hemmung wurden kaum
einer systematischen Betrachtung un-
terzogen, und die chromogenen Sub-
strate, Puffer, pH-Bereiche der Unter-
suchung und Enzyme sind nicht stan-
dardisiert. Die systematische Ab-
wandlung entscheidender Strukturpa-
rameter der Inhibitoren und die Inter-
pretation standardisierter kinetischer

Analyse enzymatischer Wirkungsme-
chanismen. Die zusitzliche Beriick-
sichtigung der zunehmenden Zahl an
Kristallstrukturanalysen von Glycosi-
dasen und in einzelnen Fillen von
Glycosidase-Ligand-Komplexen ermog-
licht dariiber hinaus eine Korrelation
der Hemmwirkung mit der Struktur
der Inhibitoren und der Enzyme. Sol-
chen Korrelationen und ihren mecha-
nistischen Interpretationen kommt an-
gesichts der Beziehung zwischen den
Strukturen einzelner Glycosidasen im
Kristall und den Strukturen von Gly-
cosidasen derselben Familien, von de-
nen nur die Aminosidurensequenz be-
kannt ist, ein exemplarischer Wert zu;
sie sind zudem anhand der wachsenden
Zahl von Kristallstrukturdaten von
Glycosidasen leicht zu iiberpriifen.
Die Strukturinformation und Interpre-
tationen des Reaktionsmechanismus

bilden ihrerseits eine detaillierte
Grundlage fiir den rationalen Entwurf
selektiver und starker Hemmer sowie
fiir die Aufklarung weiterer Aspekte
des Reaktionsmechanismus. Solche
Analysen sind von grundlegendem In-
teresse, ungeachtet der moglichen An-
wendung starker und selektiver Gly-
cosidasehemmer, etwa zur Behandlung
von Diabetes oder als antivirale und
fungizide Wirkstoffe. Unser Beitrag
beschreibt neue Fortschritte beim
Stukturentwurf, der Synthese und der
Charakterisierung von Hemmern der
O-Pyranosidasen unter dem Gesichts-
punkt der zunehmenden Verfiigbarkeit
von Strukturdaten fiir diese Enzyme.

Stichworter: Azole -
ren - Glycosidasen -
tonierungen

Enzyminhibito-
Lactame - Pro-

\Daten ermoglichen eine effiziente

%

1. Einleitung

Glycosidasen und ihre Hemmung haben im letzten Jahr-
zehnt betrichtliches Forschungsinteresse auf sich gezogen.
Die Ergebnisse sind in mehreren Ubersichtsartikeln zusam-
mengefaBt worden.'??l Die Anwendung natiirlich vorkom-
mender Glycosidasen in der Enzymersatz-Therapie, bei der
Verarbeitung von Pulpe, Textilien und Nahrungsmitteln sowie
als Katalysatoren zur Synthese von Oligosacchariden hat der
kiinstlichen Herstellung von Glycosidasen mit verbesserten

[*] Prof. Dr. A. T. Vasella, Dr. T. D. Heightman
Laboratorium fiir Organische Chemie
ETH-Zentrum
Universititstrasse 16, CH-8092 Ziirich (Schweiz)
Fax: (+41)1-632-11-36
E-mail: vasella@sugar.org.chem.ethz.ch
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Eigenschaften Vorschub geleistet. Man darf erwarten, daf3
Glycosidasehemmer, die zur Behandlung von Diabetes und
der HIV-Infektion sowie als fungizide Wirkstoffe eingesetzt
oder getestet werden, in dem Mal erhohtes Interesse als
Therapeutika beanspruchen werden, wie unser Verstindnis
der Rolle von Glycosidasen in zelluldren Erkennungsprozes-
sen wichst.

Die Spaltung der glycosidischen Bindung erfolgt unter
Freisetzung eines Zuckers, der entweder die gleiche Kon-
figuration wie das Substrat aufweist (Retention) oder — sel-
tener — die entgegengesetzte Konfiguration (Inversion). Der
1953 von Koshland vorgeschlagene Mechanismus der Wir-
kung konfigurationserhaltender (retentiver) Glycosidasen®!
hat sich trotz Verfeinerungen mancher Einzelheiten bewéhrt.
GemilB dieser geldufigen Vorstellung (Abbildung 1a) wird
das Aglycon durch die Koordination des exocyclischen,

0044-8249/99/11106-0795 $ 17.50+.50/0 795
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Abbildung 1. a) Mechanismus der Katalyse fiir konfigurationserhaltende Glycosidasen nach Koshland.! b) Glucono-1,5-lacton 1 als Ubergangszustands-

Analogon.

glycosidischen Sauerstoffatoms mit einer sauren funktionel-
len Gruppe des Enzyms — der katalytischen Sédure HA — als
Abgangsgruppe aktiviert, also durch partielle Protonierung
durch eine Carboxygruppe.?*>! Ein mehr oder weniger
konzertierter nucleophiler Angriff durch eine Carboxylat-
gruppe (das katalytische Nucleophil B~) von der anderen
Seite des Pyranoseringes fiithrt zunichst zur Bildung eines
Glycosylesters.?> 21 Es ist nicht klar, in welchem AusmaR
Bindungsbruch und Bindungsbildung am anomeren Zentrum
konzertiert verlaufen, obschon die Extremfille eines reinen
Sy1- oder Sy2-Mechanismus kaum in Frage kommen.] Das
Aglycon diffundiert nun vom aktiven Zentrum weg und wird
durch ein Wassermolekiil ersetzt, das unter Deprotonierung
durch die korrespondierende Base der katalytischen Saure
nucleophil am anomeren Zentrum angreift und die eben
gebildete Esterbindung spaltet. Diese Substitutionen laufen
beide unter Konfigurationsumkehr ab und fiithren insgesamt
zur Erhaltung der Konfiguration. In diesem Aufsatz werden
die wesentlichen Befunde und Interpretationen vorgestellt,
die unser Versténdnis einiger Aspekte dieses Mechanismus in
den letzten Jahren verdndert haben.

2. Lactone und Piperidine: neutrale und basische
Inhibitoren

2.1. Die Frage nach Ladung und Struktur

Die verhiltnisméBig starke Hemmung von f-Glycosidasen
durch Glyconolactone vom Typ der Verbindung 1 (Abbil-
dung 1b, Tabelle 1) wurde erstmals 1940 von Ezaki fest-

Tabelle 1. K-Werte [uM] fiir das Lacton 1 und die Piperidine 3-5.

Enzym (Herkunft) 1 32 qro.3n 532
a-Glucosidase (Bierhefe) 2000 330 146 >1500
p-Glucosidase (Mandeln) 400 28 18 1.5
p-Glucosidase (Agrobacterium faecalis) 14 - - -

gestellt.’3 Sie wurde 1942 von Horikoshi bestitigt, der die
Hemmung der [-Glucosidasen aus Aspergillus und aus
SiiBmandeln untersuchte.?¥ Spiter zeigten Levvy und Con-
chie, dal dieser Befund auch fiir andere Glycosidasen
gilt.’>37 Leaback wies auf die ,stereochemical and confor-
mational similarities between the lactone and the transition

Andrea T. Vasella studierte Chemie und Biologie in Fri-
bourg (Schweiz). 1971 promovierte er an der ETH Ziirich
bei Duilio Arigoni, arbeitete danach in den Arbeitsgruppen
von Jack Baldwin und R. B. Woodward und kehrte 1974 als
Oberassistent an die ETH zuriick. 1977 wurde er Assi-
stenzprofessor in Fribourg. Von 1981 bis 1993 war er
Professor an der Universitit Ziirich. Seither arbeitet er an
der ETH Ziirich auf dem Gebiet der Organischen Chemie,
wo seine besondere Liebe den Kohlenhydraten gilt.
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1993 seinen M. A. in Chemie an der Universitit Oxford und
ging anschlieflend an die ETH Ziirich, wo er 1998 bei Pro-
fessor Vasella mit einer Arbeit iiber Glycosidasehemmer
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state in the enzyme-catalysed pyranoside hydrolysis“ hin,B!
und Reese et al.?! fiigten die Bemerkung hinzu, daB die
polare Oxo-Gruppe die positive Ladung des Oxycarbenium-
Zwischenproduktes 2 teilweise nachahmt (Abbildung 1D).
Die relative Bedeutung der beiden Faktoren, Struktur“’l und
Ladung, blieb Gegenstand ausgedehnter Auseinandersetzun-
gen, starker noch als ihre Beziehung zu Einzelheiten des
enzymatischen Mechanismus.*'~*! Pauling hat die Wichtigkeit
der Struktur (,,shape“, eigentlich ,,Gestalt*) betont, indem er
ausfiihrte, daB ein Enzym die Ubergangszustands-Zwischen-
stufe stirker binden sollte als das Substrat, um eine Reaktion
wirksam katalysieren zu konnen, und da$ folglich Analoga
des Ubergangszustandes starke Hemmer sein sollten.*!] Der
Ubergangszustand der Glycosidspaltung mu8 dem hypothe-
tischen Zwischenprodukt (dem Oxycarbenium-Ion) recht
dhnlich sein, und Lactone sollten nach den Uberlegungen
von Leaback und Reese Analoga des Zwischenproduktes und
somit des Ubergangszustandes sein.

Die Wichtigkeit der Ladung wurde betont, als auf der
Grundlage der Kristallstrukturanalyse die Modellierung von
Substrat und Hemmer im aktiven Zentrum von Lysozym
moglich wurde. Diese Modellierung fiithrte zur Vermutung,
daB eine Carboxylatgruppe an der Stabilisierung des inter-
medidren Oxycarbenium-Ions beteiligt sei, ohne daf} es dabei
zur Bildung eines Esters komme.* Allgemein galt die
Ansicht, die analoge Wechselwirkung zwischen der kataly-
tisch wirksamen Carboxylatgruppe und dem Dipol der
Lacton-Carbonylgruppe trage zur starken Hemmung von
Lysozym durch geeignete Lactone bei.¥7->!

Spéter wurde nachgewiesen — durch eine Kombination aus
irreversibler Markierung durch Inhibitoren, gerichteter Mu-
tagenese und Sequenzvergleichen — dafl die katalytisch
wirksamen Carboxy- und Carboxylatgruppen in fast allen
Glycosidasen zu finden sind.P:>? Die protonierten Formen
der natiirlich vorkommenden basischen Glycosidasehemmer,
zu denen Nojirimycin 3, Desoxynojirimycin 4 und Castano-
spermin § gehoren, miissen also durch Ladungs-Ladungs-
Wechselwirkungen mit einer Carboxylatgruppe gebunden
werden.’¥l Mit ihrem sp*-hybridisierten anomeren Zentrum

OH OH oH
H N~H H H H N
H OH H f
OH OH H
3 4 5

und der bevorzugten Sesselkonformation dhneln diese Hem-
mer der Struktur des Oxycarbenium-Ions allerdings weniger
als die Lactone. Die Wechselwirkungen mit den katalytisch
wirksamen Carboxy- und Carboxylatgruppen bildeten somit
eine Grundlage fiir den rationalen Strukturentwurf neuer
Glycosidasehemmer, obschon man nicht wufite, welche der
beiden Carboxylatgruppen mit den basischen, protonierten
Hemmern in Wechselwirkung steht: diejenige, die der (de-
protonierten) katalytischen Sdure entspricht, oder diejenige,
die dem katalytischen Nucleophil entspricht.B% 54

FEine dabei oft gestellte Frage lautet: Warum ist das neu-
trale Lacton 1 ein ebensoguter Hemmer von 5-Glycosidasen
wie die geladenen (protonierten) Piperidine 3—5, und warum

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

ist im Unterschied dazu das Lacton ein so viel schwécherer
Hemmer von a-Glycosidasen, die wiederum von den Piperi-
dinen stirker gechemmt werden (Tabelle 1)? Welcher Faktor
ist fiir die starke Hemmung einer bestimmten Glycosidase
wichtiger, die Ladung oder die ,,Gestalt®, die bei gegebener
Konfiguration von der Hybridisierung des anomeren Zen-
trums und von der Konformation des Hemmers abhéngt?
Sind Lactone und Piperidine — und auch andere basische
Hemmer — wirklich Ubergangszustands-Analoga? Nur dann
namlich wird die Untersuchung dieser Inhibitoren auf ratio-
nale Weise zu einem tieferen Verstdndnis des enzymatischen
Reaktionsmechanismus fithren. Wir werden im folgenden aus
unserer Perspektive auf neuere Ergebnisse von Synthese-
studien sowie von Enzymkinetik- und Strukturuntersuchun-
gen eingehen, die sich die Beantwortung dieser Fragen zum
Ziel gesetzt haben.

2.2. Synthese und Untersuchung von neutralen und
basischen Lacton-Analoga: Protonierung der Inhibitoren?

Glycono-1,5-lactone haben den Nachteil, bereits unter
schwach basischen Bedingungen unter Ringo6ffnung verseift
zu werden und unter schwach sauren Bedingungen in inaktive
1,4-Lactone iiberzugehen. Dieses Verhalten erschwert die
Messung von Hemmkonstanten® %! und triibt die Aussicht
auf die Bildung kristalliner Enzym-Inhibitor-Komplexe fiir
die Rontgenstrukturanalyse.”® Vermutlich ist das der Grund
dafiir, daB der Ubergangszustandscharakter der Glyconolac-
tone spekulativ blieb. Es ist auch der Grund dafiir, dal wir uns
dem Entwurf und der Untersuchung von Lacton-Analoga
zugewandt haben. Zuerst stellten wir das Hydroximséurelac-
ton 7 durch Oxidation der Hydroxyoxime 6 her, die mit den
entsprechenden cyclischen Hydroxylaminen im Gleichge-
wicht stehen.’”] Wie Glucono-1,5-lacton weist 7 eine abge-
flachte Sesselkonformation auf, ist jedoch stabil gegen

H OH
HO OH H — H /OH
H H =N
HO \ H
Nen-QOH

6 7

OH J

H
H
@NWN\Ph
H o
8

schwach saure und basische Hydrolyse sowie gegen Ringum-
wandlung. Die zusétzliche Hydroxygruppe ermoglicht die
Einfiihrung von Substitutenten, welche das Aglycon nach-
ahmen konnen. Das unsubstituierte Hydroximsdurelacton 7
hemmt die S-Glucosidasen aus SiiBmandeln zehnmal schwi-
cher als das Lacton 1 (Tabelle 2), aber das Phenylcarbamat 8
erwies sich als stirkerer Hemmer, wie man auf Grund der
bekannten Affinitidt der SiiBmandel-Glycosidasen fiir Aryl-
glycoside erwarten durfte.””) Der Charakter dieser Hemmer
als Ubergangszustands-Analoga blieb allerdings spekulativ.
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Tabelle 2. K-Werte [uMm] bei pH 6.8 fiir die Lactonoxime 7 und 8, das
Amidin 11, das Amidrazon 12 sowie das Lactamoxim 13.

Enzym (Herkunft) 7 8 116581 12681 1308)
a-Glucosidase (Bierhefe) 6800 - - - 2.9
p-Glucosidase (Mandeln) 4300 43 10 84 14
B-Glucosidase (Mandeln)® 98 23 - - -
p-Glucosidase (Agrobacterium faecalis)y 30 14 - - 0.6
p-Galactosidase (Rinderleber) - - - 19 -
a-Mannosidase (Schwertbohnen) - - 9.0 3.1 -

[a] Bei pH 4.5.

Der nichste Typ von Glyconolacton-Analoga wurde mit
dem Ziel hergestellt, das sp*hybridisierte anomere Zentrum
mit der positiven Ladung der Piperidine zu kombinieren. Die
Arbeitsgruppe von Ganem synthetisierte das Gluconoamidin
11, das analoge Lactamhydrazon 12 und das Hydroximsdure-
lactam 13 durch Oxidation von natiirlich vorkommendem
Nojirimycin und Aktivierung des dabei gebildeten Lactams 9
durch Uberfiihren in das Thiolactam 10, welches die Umset-
zung mit den gewiinschten Stickstoffnucleophilen ermog-
liChte.[44‘ 58, 60]

H
HO N —
HO S
HO S
9 10
NH « HOAc H * HOAc NH * HOAc
NH2
11 12 13

Die drei Lacton-Analoga 11-13 erwiesen sich als Hemmer
mehrerer a- und $-Glycosidasen im mikromolaren Bereich
(Tabelle 2), was Ganem et al. zu ihrer Bezeichnung als ,,broad
spectrum transition state analogues® veranlaBte.*) Die im
zweiten Teil des Zitats ausgedriickte Behauptung stiitzte sich
auf die Annahme, daf} diese Lacton-Analoga Isomere von
11-13 mit einer endocyclischen Doppelbindung seien, eine
Halbsesselkonformation aufweisen und somit dem Oxycar-
benium-Ion und dem Ubergangszustand #hnlicher sein sollten
als das entsprechende Lacton 1 und das Hydroximséurelacton
7. Die Arbeitsgruppe von Ganem zeigte, da3 die Hemmung
durch das im untersuchten pH-Bereich vollstdndig protonier-
te Amidin 11 und das Lactamhydrazon 12 nicht vom pH-Wert
abhingig ist, wohl aber die Hemmung durch das weniger stark
basische Hydroximséurelactam 13, die bei pH-Werten iiber 6
schwicher wird. Die Ergebnisse dieser Hemmversuche wur-
den auf eine herausfordernde Art interpretiert, die Anlal zu
Diskussionen gab. Einmal wurde die Bedeutung der Kon-
figuration stark relativiert. Dann wurde ungeachtet der hohen
K;-Werte von 13 bei pH 7 der Befund, dal die K;-Werte von
11-13 (bei pH 5) einander trotz groBer Unterschiede in den
pK,-Werten dieser Verbindungen recht dhnlich sind, folgen-
dermaf3en gedeutet: ,,Mimicking the incipient charge buildup
proved less important for enzyme inhibition than a flattened
chair conformation, since even the relatively neutral amidoxime
effectively blocked glycoside hydrolysis“.*®! Eine Interpolation
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(dhnliche Hemmwirkung durch das Amidiniumsalz und die
ungeladene Form von 13) wiirde bedeuten, dal eine Pro-
toneniibertragung auf den Inhibitor nicht wichtig sein kann.

Wir fiithlten uns durch die Behauptung, daf3 diese Hemmer
,Breitband-Ubergangszustands-Analoga“ sein sollten, her-
ausgefordert: Einmal, weil viele Glycosidasen selektiv fiir die
Konfiguration des Substrates sind und diese Selektivitit im
Ubergangszustand besonders stark ausgeprigt sein sollte, und
dann, weil Ganem et al. die Protonierung des Hemmers durch
das Enzym als verhiltnisméafig unwichtig einstuften, wahrend
doch das Substrat auf dem Weg zum Ubergangszustand vom
Enzym mindestens teilweise protoniert werden muf3. Offen-
sichtlich waren die Struktur, der pK-Wert und die Hemmwir-
kung des Hydroximsdurelactams 13 sowie die Wahl der
Glycosidasen [ bei dieser Interpretation von ausschlagge-
bender Bedeutung. Um die Struktur von 13 eindeutig fest-
zulegen, arbeiteten wir zuerst eine praktische Synthese von 13
und seinen beiden selektiv mit "N markierten Isotopomeren
aus. Das benzylierte Gluconolactam 17 (Bn =Benzyl) wurde
in einer Gesamtausbeute von 70 % durch Ammonolyse des
entsprechenden Lactons 14 zum Amid 15 und nachfolgende
Oxidoreduktion zuginglich gemacht.””) Die Umwandlung
von 17 in das Hydroximsédurelactam 13 erfolgte iiber das

OB Bn
Bn n Bn e
BnO HO Bn O

14
OH OBn

H NH Bn

o oH ==, M
HO BnO O
13 18 x S

Thiolactam 18.°1'H- und "N-NMR-spektroskopische Unter-
suchungen sowie eine Rontgenstrukturanalyse belegten ein-
deutig, dal 13 eine exocyclische Doppelbindung und eine
abgeflachte Sesselkonformation hat (Abbildung 2). Die Pro-
tonierung von 13 fiihrt zum Ubergang der Konformation in

Abbildung 2. Struktur von 13 im Kristall.

einen Halbsessel, was den Gedanken nahelegt, daB3 die
Protonierung durch das Enzym ein bedeutender Faktor bei
der Bindung von 13 sein konnte. Daf3 das Hydroximsdure-
lacton 7 schwécher hemmt als das Hydroximséurelactam 13

Angew. Chem. 1999, 111, 794815
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wiirde dann dessen geringere Basenstidrke widerspiegeln. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese hemmt 7 bei pH 4.5
stirker als bei pH 6.8 (Tabelle 2).

Die Bindung der basischen Hemmer 11 und 12, die
mindestens bis zu einem pH-Wert von 7 protoniert sind, wird
hochstwahrscheinlich von elektrostatischen Wechselwirkun-
gen begiinstigt, dhnlich wie bei den Piperidinen, und fiihrt
auch hier zu einer geringen Konfigurationsselektivitdt. Die
schwache pH-Abhingigkeit bedeutet, dal die hauptséchli-
chen elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem katalyti-
schen Nucleophil erfolgen, das iiber den ganzen untersuchten
pH-Bereich deprotoniert bleibt. Die mangelnde Konfigura-
tionsselektivitit weist darauf hin, daB diese Hemmer besten-
falls teilweise Ubergangszustands-Analoga sind. Dabei muf3
die Selektivitdt des Hemmers mit jener des Enzyms vergli-
chen werden. Man weif3, dal die S-Glucosidasen aus Siif3-
mandeln und die 5-Galactosidasen aus Rinderleber, die beide
von Ganem et al. eingesetzt wurden, gluco- und galacto-
konfigurierte Substrate etwa gleich gut hydrolysieren.[®* ¢
Firr die Mandel-Glucosidase ist das Verhiltnis V., Ky !
(Glucosid) zu V. Ky~' (Mannosid) groBer als 300,5% wih-
rend die Hemmung durch das manno-Amidrazon und das
manno-Lactamoxim nur 24- bzw. 15mal schlechter ist als die
Hemmung durch die entsprechenden gluco-Verbindungen,
was ebenfalls gegen eine Analogie zwischen diesen Hemmern
und dem Ubergangszustand spricht.

2.3. Tetrazole: konfigurationsselektive
Ubergangszustands-Analoga

Die im vorigen Abschnitt vorgestellten Ergebnisse fiihrten
uns zu den Fragen: Sind neutrale Hemmer vom Lactontyp
konfigurationsselektiv, und sind sie Ubergangszustands-Ana-
loga? Wie wirkt sich die Ringkonformation (Sessel oder Halb-
sessel) auf die Stdrke und Selektivitit der Hemmung aus?

Wir haben das Tetrazol 20 als neutrales, stabiles Lacton-
Analogon entworfen, dessen sechsgliedriger Ring wegen der
Anellierung eines aromatischen Fiinfring-Heterocyclus eine
Halbsesselkonformation einnehmen sollte. Der Schliissel-

OH OH HO OH
H
HMN H NNy N
/ /
H \’\1 H N H =M
R OH
20 R=OH 21 22
23 R=NHAc

schritt der ersten Synthese dieses Tetrazols war die intramo-
lekulare 1,3-dipolare Cycloaddition eines geschiitzten Azido-
nitrils.! Dieses Nitril wurde hergestellt durch Umwandlung
von Tetrabenzylglucose in ein offenkettiges Nitril, Inversion
der Konfiguration an C5 durch Oxidoreduktion und Einfiih-
rung der Azidogruppe unter erneuter Inversion. Die Tetra-
zole 21, 22 und 23, die Mannose, Galactose bzw. N-Acetyl-
glucosamin entsprechen, wurden auf analoge Weise herge-
stellt.[ 8] Tnzwischen haben wir geschiitzte Glyconolactame
durch Umsetzung mit Natriumazid und Trifluormethansul-
fonsdureanhydrid in einer Stufe in diese und weitere Tetrazole
iiberfiihrt.[*]

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

Diese entschiitzten Tetrazole liegen in D,O tatséchlich als
Halbsessel vor. Die Halbsessel- bzw. Sofakonformation
wurde fiir die kristallinen Tetrazole 20 und 21 durch Rontgen-
strukturanalysen belegt (Abbildung 3). Diese Tetrazole lassen

Abbildung 3. Strukturen von 20 (oben) und 21 im Kristall (unten).

sich unzersetzt aufbewahren; in Losung sind sie im pH-
Bereich von 1-14 stabil. Sie hemmen «- und 8-Glycosidasen
etwa gleich stark (Tabelle 3) wie Glucono-1,5-lacton 1 (Ta-
belle 1) und Mannono-1,5-lacton (1.7 um bezogen auf Schnek-
ken -Mannosidase).

Tabelle 3. K;-Werte [uMm] fiir die gluco- und manno-Tetrazole 20 bzw. 21.

Enzym (Herkunft) 20 21

a-Glucosidase (Hefe) 1300 100000
B-Glucosidase (Mandeln) 200 -
p-Glucosidase (Agrobacterium faecalis) 14 6000
p-Galactosidase (Rinderleber) 1.5 14000
a-Mannosidase (Schwertbohnen) 8500 180
a-Mannosidase (Mandeln) 13800 700
p-Mannosidase (Schnecke) 47000 160

Um die Frage nach der Konfigurationsselektivitit dieser
Hemmer zu beantworten, testeten Withers und seine Mitar-
beiter die Hemmwirkung der gluco- und manno-Tetrazole 20
bzw. 21 auf drei Mannosidasen und drei Glucosidasen.”) Jede
dieser Glucosidasen und Mannosidasen hydrolysiert sowohl
Glucoside als auch Mannoside; allerdings werden die Sub-
strate mit korrekter Konfiguration weit besser umgesetzt, wie
durch die (V. Ky™')-Werte quantitativ erfaBt wird. Dem-
entsprechend werden auch alle Enzyme durch beide Tetrazole
gehemmt, aber das richtig konfigurierte Tetrazol ist ein
bedeutend stirkerer Hemmer als das falsch konfigurierte
Isomer. So werden f3-Glucosidasen durch 20 stirker gechemmt
als durch 21 und die f-Mannosidase besser durch 21 als durch
20. a-Glycosidasen werden schwach gehemmt (die Hemm-
konstanten liegen nur im millimolaren Bereich); auch hier
wird die Konfiguration an C2 erkannt. Dies belegt die
Konfigurationsselektivitit dieser Glycosidasen und Hemmer.
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Die Beantwortung der Frage, ob es sich bei den Tetrazolen
um Ubergangszustands-Analoga handelt, erschien nun um so
dringender, als solche Untersuchungen fiir Glyconolactone
ausstanden. Dazu wurden zwei Arten von Experimenten
durchgefiihrt. Zunichst wurde die freie Aktivierungsenthal-
pie (VyKy') fiir jedes Substrat und das entsprechende
Enzym mit der freien Bindungsenthalpie fiir den Inhibitor
(K;7') verglichen (Abbildung 4).7 Die Beschleunigung des

19 (Vi K ™)

gk — -

Abbildung 4. Auftragung der Inhibitionskonstanten K; der Tetrazole
gegen die freien Bindungsenthalpien V,,,, Ky ~! der Substrate.

enzymatischen Umsatzes des Substrats spiegelt die Stabilisie-
rung des Ubergangszustands durch das Enzym wider, und
diese sollte ihr Gegenstiick finden in der Bindung eines
Ubergangszustands-analogen Hemmers, aber nicht in der
Bindung eines Grundzustands-Analogons. Die graphische
Auftragung der MeBwerte fiir die Bindung von Substraten
und Hemmern an die Enzyme ist durch eine Steigung von 1.1
und einen Korrelationskoeffizienten r=0.9 gekennzeichnet,
wie man es fiir einen Ubergangszustands-analogen Hemmer
erwartet, wihrend die Ky- und (V. Ky')-Werte nicht
miteinander korrelieren. Daf3 ungeachtet der verschiedenen
Glycosidasen eine so gute Korrelation beobachtet wird, muf3
bedeuten, daf die Tetrazole zu einer Eigenschaft der Struktur
des Ubergangszustands, die diesen Glycosidasen gemeinsam
ist, komplementér sind.

Weitere Indizien fiir den Ubergangszustandscharakter der
Tetrazole ergaben sich aus der Untersuchung einer Mutante
der 5-Glucosidase aus Agrobacterium faecalis, in welcher die
Glutaminsdure 358 gegen einen Asparaginsidurerest ausge-
tauscht wurde."! Die Glutaminsiure 358 ist das katalytische
Nucleophil; seine Rolle ist ausschlaggebend fiir die Bindung
des Ubergangszustands, aber nur untergeordnet fiir die
Bindung des Grundzustands. Dementsprechend fiihrt diese
Mutation zu einem Abfall der Enzymaktivitit um etwa das
10000fache (entsprechend einem AAG-Wert von ca.
5.6 kcalmol!), wihrend die Bindung des Substrats, also des
Grundzustands, nur etwa um das Finffache (AAG
~1kcalmol!) und jene des Tetrazols um das 200fache
(AAG ~3.2 kcalmol ') geschwicht wird. Dies belegt und
quantifiziert den Charakter des Tetrazols 20 als — wenn auch
unvollkommenes - Ubergangszustands-Analogon. Dieser
Befund 146t sich auf Glyconolactone, Glyconolactame und
ihre Oxime tibertragen.
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Mit diesen Versuchen ist gezeigt, daf3 die Behauptung, die
Konfiguration der Hemmer sei verhéltnismidfig unwichtig,
nur fiir Ubergangszustands-analoge Hemmer jener Glycosi-
dasen gilt, die selber nicht konfigurationsselektiv sind.

2.4. Protonierung der Inhibitoren durch die Glycosidasen?

2.4.1. C-Glucosylimidazole

Die von Li et al. und von Field et al. beschriebene Hem-
mung der SiiBmandel-3-Glucosidasen durch Imidazolel’> 7l
legten den Gedanken nahe, daf3 die Protonierung durch die
Glycosidasen fiir die Aktivitédt dieser Hemmer tatsichlich von
Bedeutung ist. Die Hemmung durch Imidazole lieB sich ohne
weiteres auf der Grundlage des allgemein angenommenen
Reaktionsmechanismus interpretieren. Imidazole konnen
synergistisch mit einer Sdure und einer Base wechselwirken
(Abbildung 5a). Demnach sollte das C-Glucosylimidazol 27,

i O/J\o b’ o/j\o
; on |
]
N HO
H H

Oﬁ/o_ Cﬁ/o
Abbildung 5. Mechanismus der Inhibition von Glycosidasen durch Imi-
dazol (a) und B-b-Glucopyranosylimidazol (b).

bei dem der Imidazolring Kraftfeldrechnungen zufolge mehr
oder weniger senkrecht zum Pyranosering steht, in idealer
Weise mit der katalytischen Sdure und dem katalytischen
Nucleophil, die sich auf entgegengesetzten Seiten der ge-
mittelten Ringebene der Pyranose befinden, in Wechselwir-
kung treten’ (Abbildung 5b).

Die C-Glucosylimidazole 25 und 27 wurden durch Addition
eines N-geschiitzten 2-Lithioimidazols an das Gluconolacton
14, Reduktion des dabei gebildeten Halbacetals 24 zu den
isomeren Diolen, selektive O-Acylierung und basenkataly-
sierten RingschluB zu 26 hergestellt.’¥l Zu unserer Uber-

OR OR
RO R N
14 — R /j —» R /j
RO N R
H H H
24 R=Bn 26 R=Bn
25 R=H 27 R=H

raschung erwiesen sich sowohl das Halbacetal 25 als auch das
C-Glycosid 27 als schwache Hemmer der SiiBmandel-3-
Glucosidasen (Tabelle 4). Warum ist das so? Sind konforma-
tive Griinde ausschlaggebend oder der groBere Abstand des
basischen Stickstoffatoms vom anomeren Zentrum ?07> 7]

Tabelle 4. K;-Werte [uMm] fiir die C-Glucosylimidazole 25 und 27.
Enzym (Herkunft) 25 27
p-Glucosidase (Mandeln) 790 640

Angew. Chem. 1999, 111, 794815
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2.4.2. Anellierte Pyrrole und Imidazole

Wihrend wir uns mit diesen Inhibitoren beschéiftigten,
verOffentlichte die Arbeitsgruppe um Aoyagi und Aoyama
die Struktur des natiirlich vorkommenden Nagstatins 28,
eines sehr starken Hemmers einiger Glycosaminidasen mit
einem K;-Wert von 4 nM bezogen auf die Schweinenieren-
Hexosaminidase.” 78 Tatsuta et al. synthetisierten die gluco-,

Bn

&9-& &o aéx

manno-, galacto- und talo-Imidazole 31, 32, 33 bzw. 34 durch
Addition des lithiierten N-Tritylimidazols (Trityl = Triphe-
nylmethyl) an geschiitzte L-Pentofuranosen wie 29 und Ring-
schluB der dabei gebildeten diastereomeren Diole.*#2 Ob-
schon die ICs;-Werte dieser Imidazole nicht unter denselben
Bedingungen bestimmt wurden wie die K;-Werte der Tetra-
zole, sind die Imidazole doch deutlich stirkere 5-Glycosida-
sehemmer, wihrend sie a-Glycosidasen nur schwach hemmen
(Tabelle 5). Die Hemmwirkung von Nagstatin héngt also
hauptsidchlich mit dem Imidazolring und nicht mit dem
Carboxymethylsubstituenten zusammen.

32

Tabelle 5. ICs,-Werte [um] fiir die anellierten Imidazole 31-33.12

Enzym (Herkunft) 31 32 33
a-Glucosidase (Béckerhefe) 105 > 500 > 500
B-Glucosidase (Mandeln) 0.7 17.5 0.5
B-Mannosidase (Schnecke) 300 0.11 370
p-Galactosidase (E. coli) > 500 > 500 0.008

[a] Die in pgmL ! angegebenen Werte aus Lit. [80] wurden in die Einheit
uM umgerechnet.

Das Tetrazol 20 und das Imidazol 31 haben eine sehr
dhnliche Struktur; also sollte das Imidazol ebenfalls ein
Ubergangszustands-Analogon sein. Ubergangszustands-Ana-
loga sollten aber auf gleiche Weise protoniert werden wie das
Substrat auf dem Weg zum Ubergangszustand. Der Koshland-
Phillips-Vernon-Mechanismus impliziert, daf3 ein Proton von
der katalytischen Sdure in der m-Ebene des Azolrings tiber-
tragen wird. Dies miilte zu einer C-Protonierung des
Imidazols (allerdings kaum des Tetrazols) und zum Verlust
der Aromatizitit fithren (Abbildung 6), wie es bei der
Histidin-Ammoniak-Lyase der Fall ist.5> % Wire dem so,
dann miiite das analoge Pyrrol ein starkerer Hemmer sein als
das Imidazol.

Die Pyrrole 39 und 40 wurden ausgehend vom Glucono-
lactam 17 synthetisiert, das sich so erneut als vielseitiges
Zwischenprodukt bewihrte. Der Schliisselschritt ist die 1,3-
dipolare Cycloaddition des Miinchnons 36 an Propiolsiure-
methylester. Die Alkylierung des Lactams 17 mit Todessig-

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

OH H
? +
HO \ H/
H N
HO

Abbildung 6. Ubertragung des Mechanismus von Koshland®! auf die
Inhibition von Glycosidasen durch das anellierte gluco-Imidazol 31.

OBn Bn
OOH Bn > "~
BnO NH BnO <~ i /\Z’O
Bni =~ > Bn >
Bn O Bn n
17 35
R
R Ryy—COMe
— Oﬁy 2 ¥
OR CO,Me
37 R=Bn =
39 R=H 0 R = H
OH H H
Hi xR H Xx—CO0Me  Ho =
H == H T H: oy
OH R NHR NHR COMe
41 R=CO,Me 43 R =COCHj3 45 R=COCH;3
42 R =CH,OH 44 R =COCF4 46 R =COCF3

sdaureethylester, Verseifung und Dehydratisierung des substi-
tuierten Glycins 35 in Gegenwart des Propiolsdureesters
fithrten in guten Ausbeuten zu den regioisomeren Estern 39
und 40. Die entschiitzten Pyrrole nehmen in Losung wie im
Kristall die Halbsesselkonformation ein (Abbildung 7), sind
aber wiederum sehr schwache Hemmer, wie auch der analoge
Diester 41 und das Diol 42 (Tabelle 6), die durch Cycloaddi-

Abbildung 7. Strukturen von 39 (oben) und 40 im Kristall (unten).
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Tabelle 6. K-Werte [uMm] fiir die von Glucose abgeleiteten anellierten
Pyrrole 39-42.

Enzym (Herkunft) 39 40 41 42
p-Glucosidase (Mandeln) 6000 300 25000 14000

tion von 36 an Acetylendicarbonsiduredimethylester erhalten
wurden. Zur Herstellung der analogen Pyrrole 43 — 46, die sich
von N-Acetylglucosamin bzw. N-Trifluoracetylglucosamin
ableiten, setzten wir 37 und 38 mit Me;SiN; und einer
Lewis-Sdure um; dabei wurde die Azidogruppe durch regio-
selektive Eliminierung und Addition an das intermediér
gebildete Azoniafulven eingefiihrt.®! Die N-acetylierten
Pyrrolderivate sind méBig starke Hemmer der Rinder-3-N-
Acetylglucosaminidase, ihre Hemmwirkung ist aber wiede-
rum deutlich schwicher als die der entsprechenden Tetrazole
(Tabelle 7).

Tabelle 7. K;-Werte [um] fiir die von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) ab-
geleiteten anellierten Pyrrole 43—46 sowie das Tetrazol 23.

Enzym (Herkunft) 43 44 45 46 23

B-Glucosaminidase (Rinderniere) 19 10 20 13 0.2

3. Eine verinderte Hypothese: Protonierung in der
Ringebene

Diese Ergebnisse lieBen sich mit der Hypothese, wonach
die Protonierung des Inhibitors eine wichtige Rolle spiele, nur
durch das Postulat in Einklang bringen, daf3 die Protonierung
des Substrates und der Ubergangszustands-analogen Hem-
mer anders ablduft, als bisher angenommen wurde. Geméif
der urspriinglichen Interpretation der Rontgenstrukturanaly-
se von Lysozym befinden sich die beiden katalytisch wirken-
den Carboxygruppen ,,on each side of the centre of formal
substitution“,?* 871 d.h., die katalytische Sdure/Base ist ober-
halb der gemittelten Ebene des Pyranoseringes und das
Nucleophil unterhalb dieser Ebene, wie es in Abbildung 1a
gezeigt ist. Diese Interpretation wurde stillschweigend ver-
allgemeinert und auch fiir andere S-Glycosidasen als giiltig
erachtet.[s]

Das glycosidische Sauerstoffatom hat zwei nichtbindende,
doppelt besetzte Orbitale, iiber die es mit einem Protonen-
donor in Wechselwirkung treten kann. In der bevorzugten
Konformation, die mit dem exo-anomeren Effekt®) erklirt
wird, liegt eines der Orbitale ungefdhr in der Ringebene und
das andere senkrecht zu ihr (Abbildung 8a). Alle Inhibitoren
vom Lactontyp haben ein Heteroatom, das dem glycosidi-
schen Sauerstoffatom des Substrats entspricht. Dieses Hete-
roatom weist nur ein besetztes, protonierbares Orbital in der
Ringebene auf. Da somit die Protoneniibertragung auf das
Tetrazol 20 und verwandte Hemmer vom Lactontyp nur in der
Ringebene erfolgen kann, muf} dasselbe auch fiir das Substrat
gelten, d.h., der Protonendonor muf} sich in der Ndhe der
gemittelten Ringebenel® befinden und nicht senkrecht zu ihr
(Abbildung 8b, c¢). Damit liegt die katalytische Siure viel
niher beim katalytischen Nucleophil, als es bei einer Anord-
nung auf einander entgegengesetzten Seiten moglich wire;
dies stimmt mit dem Einflu} der Bildung des intermedidren
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Abbildung 8. Vorgeschlagene Protonierungsrlchtungen: a) Protonierung
eines Glucosids senkrecht zur Ringebene, b) und c) Protonierung von
gluco-Tetrazol 20 bzw. eines Glucosids in der Ringebene.

Enzym-Glycosylesters auf den pK,-Wert der katalytischen
Séure iiberein.’!

3.1. Synthese anellierter 1,2,3-Triazole

Zur Uberpriifung der Hypothese einer Protonierung in der
Ringebene wollten wir die Hemmung von S-Glycosidasen
durch das Tetrazol 20 mit jener durch das analoge 1,2,3-
Triazol 47 vergleichen. Das 1,2,3-Triazol sollte eine dem

OBn H OH
H
— H NN | H NN
Bn OH — H =~/ T HO =
Bn OH

48

Tetrazol 20 sehr dhnliche Struktur aufweisen und dennoch
einer analogen Protoneniibertragung nicht zugénglich sein, da
sich an der dem glycosidischen Sauerstoffatom entsprechen-
den Position eine Methingruppe befindet.

Die gluco- und manno-1,2,3-Triazole 47 bzw. 48 erhielten
wir durch intramolekulare 1,3-dipolare Cycloaddition von Azi-
doalkinen, die aus der Tri-O-benzyl-L-xylose 29 durch Addition
eines Ceracetylids, regioselektive Benzylierung und Einfiih-
rung der Azidogruppe an C5 leicht zuginglich waren.”l Die
benzylierten gluco- und manno-1,2,3-Triazole lieBen sich
problemlos voneinander trennen und dann entschiitzen.

Angew. Chem. 1999, 111, 794815



Konfigurationserhaltende Glycosidasen

AUFSATZE

Die Konformation dieser Triazole in Losung (und fiir 47
auch im Kristall) dhnelt stark jener der analogen Tetrazole
(Abbildung 9), aber ihre Hemmstirken unterscheiden sich

Abbildung 9. Struktur von 47 im Kristall.

drastisch voneinander (Tabelle 8). Das Triazol 47 ist auch in
einer Konzentration von 8mMm inaktiv gegen die S-Glycosi-
dasen aus SiiBmandeln und aus Rinderleber und hemmt die (-
Glucosidase aus C. saccharolyticum 400mal schlechter als das
Tetrazol 20. Das manno-Triazol 48 ist in einer Konzentration
von 8mM unwirksam gegen Schnecken-S-Mannosidase. Dies
entspricht einem Verlust von 3.3 bis 5.0 kcalmol™' an Bin-

a) OH

c)

HO/ \o_

Abbildung 10. Die Ladungs-
Ladungs- und Ladungs-Dipol-
Wechselwirkung in S-Glycosi-
dasen zwischen dem katalyti-
schen Nucleophil und a) dem
Amidinium-Ion 49 oder b) dem
gluco-Tetrazol 20 bzw. c¢) in
Glycogenphosphorylase b zwi-
schen dem katalytischen Nu-
cleophil und dem gluco-Tetra-
zol 20.

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

dungsenergie, in bester Uber-
einstimmung mit der Hypo-
these der lateralen Protonie-
rung am N1-Atom des Tetra-
zols 20.

3.2. Wasserstoffbriicken-
bindungen versus Ladungs-
Ladungs- und Ladungs-
Dipol-Wechselwirkungen

Die Protonierung in der
Ringebene erklirt zwar die
Unterschiede zwischen der
Hemmung durch die Tetrazo-
le und die Triazole, nicht aber
den Befund, daB3 das Ganem-
Dimethylamidiniumsalz 49,
das ja keine H-Briicke in der
Ringebene bilden kann (Ab-
bildung 10a), mit einem Kj;-
Wert von 83um ein ebenso-
guter Hemmer der $-Glycosi-
dasen aus SiiBmandelnP¥ ist
wie das Tetrazol 20 (K;=
150 M), Die Bindung von
49 muf3 somit wesentlich auf
einer Ladungs-Ladungs-
Wechselwirkung mit dem ka-
talytischen Nucleophil beru-
hen, die einer analogen La-
dungs-Dipol-Wechselwirkung
mit einem neutralen Lacton-
Analogon entsprechen diirfte

Tabelle 8. ICsy-Werte [umM] fiir die gluco- und manno-Tetrazole 20 bzw. 21
sowie die gluco- und manno-1,2,3-Triazole 47 bzw. 48.

Enzym (Herkunft) 20 47 21 48

p-Glucosidase (Mandeln) 200 >8000 - -
p-Glucosidase (Caldocellum saccharolyticum) 5 2000 - -
p-Mannosidase (Schnecke) - - 150 > 8000
p-Galactosidase (Rinderleber) 1.5 >8000 - -

(Abbildung 10b). Dies erinnert an die von Reese et al.?)
formulierte Erkldrung der Hemmwirkung von Glyconolacto-
nen durch die Wechselwirkung zwischen dem negativ ge-
ladenen katalytischen Nucleophil und dem Dipol der Carbo-
nylgruppe. Eine solche Ladungs-Dipol-Wechselwirkung
konnte die stirkere Hemmung durch das elektrophilere
Tetrazol im Vergleich zu der des Triazols ebenfalls erklidren.
Die Bedeutung dieser Ladungs-Dipol-Wechselwirkung
sollte sich durch eine systematische Abwandlung der Zahl
und der Position der Stickstoffatome im Azolring kldren
lassen. Wenn die ,laterale” Protonierung in der Ringebene
den Ausschlag gibt, dann sollten Hemmstidrke und Basizitét
der Azole einander entsprechen. Die Hemmstérke muf3 dann
in der Reihe Tetrazole < 1,2,4-Triazole < Imidazole zuneh-
men. Wenn aber die Ladungs-Dipol-Wechselwirkung ent-
scheidend sein sollte, dann miiSten die Tetrazole die stiarksten
und die Imidazole die schwichsten Hemmer sein. Nun sind
aber diese beiden Faktoren — Protonierung und Wechselwir-
kung mit dem katalytischen Nucleophil — nicht unabhingig
voneinander. Die fortschreitende Ubertragung eines Protons
auf das Azol fiihrt theoretisch letztlich zu einem Azoliumka-
tion und damit zu einer Salzbriicke und einer Ladungs-
Ladungs-Wechselwirkung mit dem katalytischen Nucleophil,
die stdrker sein sollte als eine Ladungs-Dipol-Wechselwir-
kung. Der erwartete geringe Unterschied im pK,-Wert
zwischen der katalytischen Sdure und den Imidazolen spricht
allerdings gegen eine vollstindige Protoneniibertragung,
selbst unter Beriicksichtigung giinstiger entropischer Effek-
te.’*% Um den Beitrag einer Ladungs-Dipol-Wechselwir-
kung unabhéngig von einer (partiellen) Protoneniibertragung
ermessen zu konnen, wollten wir auf die bekannte Wechsel-
wirkung von Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat-Ionen mit
dem Tetrazol 20 im aktiven Zentrum von Glycogenphospho-
rylase b zuriickgreifen (Abbildung 10c), die keine kataly-
tisch aktive Sauregruppe hat.’® 7} Bevor wir auf diese Unter-
suchungen eingehen, mochten wir die Hemmung der fj-
Glycosidasen durch die verschiedenen Azole erdrtern.

3.3. Anellierte 1,2,4-Triazole und Imidazole:
Synthese und Hemmwirkung

Wie weiter oben erwiahnt wurde (sieche Abschnitt 2.4.2), ist
die Hemmung durch das Imidazol 317" und das Tetrazol 20
unter verschiedenen Bedingungen gemessen worden. Um
einen fundierten Vergleich zu ermdglichen, arbeiteten wir
eine neue Synthese der Imidazole 31 und 32 sowie der 1,2,4-
Triazole 51 und 53 aus.

Wir griffen wiederum auf das Gluconolactam 17 als fort-
geschrittenes vielseitiges Zwischenprodukt zuriick. Seine
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OBn OH OH
Bn NH H N »H N
Bn S H ey /NH H o~ 7
BnO O HO N OH N

17 51

50

52 32

OH H OH
OH
H _N/\N /\/\l
H =~ 7/ H O
N N
OH
53 54

Umwandlung in das Thiolac-

H
tam 18, Kondensation mit N- a) /ﬁ\
Formylhydrazin, Ringschluf3 HSO 5 3 \T\{N
unter sauren Bedingungen Ho !
und Abspaltung der Schutz- 20
150 pMm

gruppen lieferten in 49 % Ge-
samtausbeute das 1,2,4-Triazol
51.% Die Verwendung von o) '11
Aminoacetaldehyddimethyl- H N%}\j
acetal anstelle von Formylhy- H N
drazin fiihrte zum Amidin 52, 2

das unter sauren Bedingungen 160 uM

cyclisierte und schlieBlich die

gluco- und manno-Imidazole ¢) HO __oH

31 bzw. 32 ergab. Auf ana- Nﬁ\,
. . H =

loge Weise stellten wir das B N

galacto-Imidazol 33 (siche Ab-

schnitt 2.4.2) in 60% Ausbeute 1 giM

aus dem benzylierten Galacto-
no-1,5-lactam her.”® Diese

OH OH OH
H Me OMe OH
—" Ry M
H H
HO N H
31

Tri-O-benzyl-L-ribose, 24 % ) durch Umsetzung mit lithiierten
Azolen hergestellt, die ihnen auch einen schnellen Zugang zu
den Imidazolen 31/32 bzw. 33/34 eroffneten.!'!

Von den gluco-, manno- und galacto-Azolen erwiesen sich
die Imidazole durchwegs als stiarkere -Glycosidasehemmer
als die 1,2,4-Triazole, die ihrerseits stirkere Hemmer sind als
die Tetrazole. Die in Abbildung 12 angegebenen K;-Werte
stehen im Einklang mit dem dominanten Einflu der vorge-
schlagenen Protonierung in der Ringebene.

3.4. Weitere Aufschliisse iiber die Bindung der
Inhibitoren an Glycosidasen mit Hilfe der
Glycogenphosphorylase

Wie oben erwidhnt (siche Abschnitt 3.2) 148t sich der
Beitrag der Ladungs-Dipol-Wechselwirkung zwischen den
Azolen und dem katalytischen Nucleophil B~ quantitativ am
besten durch die Untersuchung von Glycogenphosphory-

1 3
Ny
A Hi =
Py o \s /\?
oH 3 Bon 1
47 31
> 8000 um 0.1 uM
H H H
H N H H
NN HO =N HO =
T H \N/ H \N
48 53
> 8000 UM 0.2 uM
H OH H H
N§N /\N
S H \N’
H OH
55 54
- 0.2 uM (pH 7.0) 0.004 pm

Abbildung 12. K;-Werte von gluco-, manno- und galacto-konfigurierten Tetrahydropyridoazolen fiir die

Hemmung von a) -Glucosidase aus Mandeln, b) Schnecken-3-Mannosidase und c) f-Galactosidase aus E. coli.

1,2,4-Triazole und Imidazole

haben in Losung eine sehr

dhnliche Konformation wie die 1,2,3-Triazole und die Tetra-
zole; dies gilt auch fiir das Hydrochlorid von 31 im Kristall
(Abbildung 11).

o —0O
Abbildung 11. Struktur von 31-HCI im Kristall.

Tatsuta et al. hatten die manno- und galacto-1,2,4-Triazole
53 (aus 2,3,5-Tri-O-benzyl-L-xylose, 27 %) bzw. 54 (aus 2,3,5-
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lase b (GPb) erfassen. GPb spaltet die a-glycosidischen
Bindungen von Glycogen phosphorolytisch, hat aber im
Unterschied zu Glycosidasen keinen katalytisch wirksamen
Protonendonor; sowohl die Funktion des katalytischen Nu-
cleophils als auch der katalytischen Sdure werden von
Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat-Ionen iibernom-
men.”® 1 GemiB einem fritheren Befund™ hemmt das
Tetrazol 20 GPb in Gegenwart von Phosphat zehnmal stirker
als in seiner Abwesenheit. Dazu hatte eine Rontgenstruktur-
analyse des Enzym-Phosphat-Tetrazol-Komplexes gezeigt,
dafB sich das Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat-Ion unter-
halb der Ringebene des Tetrazols befindet, so daf} das
proximale Sauerstoffatom 3.1 A vom ,anomeren“ Kohlen-
stoffatom entfernt ist (siche Abbildung 10¢)®! und mit dem
Azolring vermutlich eine Ladungs-Dipol-Wechselwirkung
eingeht. Die relative Anordnung des Hydrogen- oder Dihy-
drogenphosphat-Ions und des Azolrings &@hnelt stark der

Angew. Chem. 1999, 111, 794815
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relativen Anordnung, die man fiir die katalytisch wirksame
nucleophile Carboxylatgruppe der S-Glycosidasen und das
anomere Zentrum des Substrats erwartet (siche Abbildung 1,
10b und 10c¢). In GPb gibt es jedoch keine Wasserstoffbriik-
kenbindung zu dem Stickstoffatom des Tetrazols, das dem
glycosidischen Sauerstoffatom entspricht. Daher ist GPb eine
geeignete Modellverbindung, um die Wechselwirkung zwi-
schen einem Anion, das dem katalytischen Nucleophil
entspricht, und dem Tetrazol 20 oder dem 1,2,3-Triazol 47 zu
untersuchen, ohne daf} die Protonierung des Azols stort.

In Gegenwart von Phosphat wird das 1,2,3-Triazol 47 von
GPb zehnmal schwécher gebunden als das Tetrazol 20, was
bei 25°C einem Unterschied von 1.4 kcalmol~! an Bindungs-
energie entspricht (Tabelle 9). Ein Vergleich der Kristall-

Tabelle 9. K;-Werte [um] fiir die Hemmung von (-Glucosidase aus Mandeln
und Glycogenphosphorylase b (GPb) durch das Tetrazol 20, das 1,2,4-Triazol

51, das 1,2,3-Triazol 47 sowie das Imidazol 31.

Verbin-  K; (f-Glucosidase), K; (GPb+Phosphat),  K; (GPb+Glc-1-P),
dung Inhibitionsmodus Inhibitionsmodus Inhibitionsmodus
20 150, kompetitiv 53, kompetitiv 700, kompetitiv
51 19, kompetitiv 8100, kompetitiv keine Inhibition
47 > 8000, keine Inhibition 540, kompetitiv 2500, kompetitiv
31 0.35, kompetitiv 9700, kompetitiv keine Inhibitionl?]

[a] Bei Inhibitorkonzentrationen zwischen 0.1 und 5 mMm in Gegenwart von

3 mM Glucose-1-phosphat (Glc-1-P), 1 mm AMP und 1% Glycogen.

strukturen der GPb-Phosphat-Triazol- und GPb-Phosphat-
Tetrazol-Komplexe belegt, daB3 (innerhalb der Auflosungs-
grenzen) das Tetrazol 20 und das 1,2,3-Triazol 47 auf gleiche
Weise gebunden werden (Abbildung 13). Der Unterschied der

AsndBd
Leu13g
His377

Leul3s

Asn2Bdg

Tyra73 Args6a

Abbildung 13. Struktur des Komplexes aus GPb, dem 1,2,3-Triazol 47 und
Phosphat im Kristall.

Bindungsenergien muf} somit wesentlich von der unterschied-
lichen Stirke der Wechselwirkung zwischen dem Azol und
dem Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat-Ion herriihren.['°!

Das 1,2,4-Triazol 51 und das Imidazol 31 werden nicht
signifikant im aktiven Zentrum von GPb gebunden (Ta-
belle 9). Wie die Struktur der terndren Komplexe der
Tetrazole oder Triazole zeigt, verhindert der Ersatz von N3
des Tetrazols durch eine CH-Gruppe eine Wasserstoffbriik-

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

kenbindung zu einer NH-Gruppe der Peptidkette (Leu 136)
und fiihrt so zu einer Erniedrigung der Bindungsenergie
(siehe Abbildung 13). Wir muBten uns bei der Bewertung der
Oxyanion-Azol-Wechselwirkung auf die Verbindungen 20
und 47 beschrinken.

Der relativ geringe Energieunterschied fiir die Bindung des
Tetrazols 20 und des 1,2,3-Triazols 47 an GPD legt den Schluf3
nahe, dafl die Oxyanion-Azol-Wechselwirkung nicht der
Hauptfaktor ist, welcher fiir den groBen Unterschied der
Hemmung der S-Glycosidasen durch diese Azole verant-
wortlich ist. Allerdings wird bei den B-Glycosidasen eine
partielle Protoneniibertragung auf die Azole deren Elektro-
negativitdt erhohen und damit auch die Wechselwirkung
zwischen dem Azol (oder dem Azolium-Kation) und dem
Oxyanion, d.h. dem katalytischen Nucleophil; die beiden
Wechselwirkungen — Protonierung und Wechselwirkung mit
dem katalytischen Nucleophil — wirken synergistisch, wie es in
Abbildung 8b gezeigt ist. Dieses Zusammenspiel macht eine
experimentelle Bestimmung des individuellen Beitrags der
lateralen Protonierung und der Wechselwirkung mit dem
Oxyanion zur Stirke der Hemmung unmdéglich. Der experi-
mentell zugéngliche Unterschied zwischen der Wechselwir-
kungen des Triazols 47 und des Tetrazols 20 mit dem aktiven
Zentrum von GPb ermdoglicht es jedoch, semiempirische
Berechnungen (AM1) dieser Wechselwirkungsenergie zu
validieren und die Ergebnisse zur Quantifizierung der Wech-
selwirkung zwischen den Azolhemmern und dem katalyti-
schen Nucleophil in 3-Glycosidasen heranzuziehen.

Die Stiarke der Wechselwirkungen zwischen dem Glucono-
tetrazol 20, dem 1,2,3-Triazol 47, dem 1,2,4-Triazol 51 oder
dem Imidazol 31 und Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat
wurde durch Berechnung der Bildungsenthalpien fiir die
Komplexe ermittelt, die bei der Verringerung des Abstandes
zwischen dem proximalen Phosphat-Sauerstoffatom und dem
»anomeren“ Kohlenstoffatom um je 0.1 A erhalten werden,
um so zu einer Potentialkurve zu gelangen.'”1 Wie Abbil-
dung 14 zeigt, lauft die Stirke der Oxyanion-Azol-Wechsel-
wirkung mit Hydrogen- oder Dihydrogenphosphat parallel
zur Zahl der Stickstoffatome im Azolring (d.h., sie hingt
umgekehrt proportional von der LUMO-Energie ab). Der aus
den AK;-Werten berechnete Energieunterschied fir die
Phosphat-Tetrazol- und Phosphat-Triazol-Wechselwirkung in
GPb (1.4 kcalmol~!) und die Ergebnisse der Kristallstruktur-
bestimmung stimmen mit dem berechneten Unterschied der
Energieminima (AE,,;,) von 1.1 kcalmol~' und der geome-
trischen Anordnung fiir die Wechselwirkung mit Dihydrogen-
phosphat iiberein, aber kaum fiir die mit Hydrogenphosphat.
Angesichts dieser guten Ubereinstimmung berechneten wir
auch die Bildungsenthalpien der Azol-Carboxylat-Komplexe,
wobei wir die zur Bildung der wichtigen H-Briicke zwischen
dem katalytischen Nucleophil und der OH-Gruppe an C201%21
erforderliche Konformation dieser Gruppe aufrechterhielten.
Wir fanden eine &dhnliche Abhingigkeit der Wechselwir-
kungsenergie von der Zahl der N-Atome der Azole wie zuvor
(Abbildung 14), mit einem berechneten Energieunterschied
von 2.0 kcalmol~' fiir die Komplexe mit dem Tetrazol 20 und
dem 1,2,3-Triazol 47. Dies ist zu vergleichen mit einem
experimentell ermittelten Energieunterschied fiir die Bin-
dung von 20 oder 47 an die in Tabelle 8 aufgefiihrten fj-
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Abbildung 14. Ergebnisse der AM1-Rechnungen: Aufgetragen ist jeweils die potentielle Energie E gegen den Abstand d zwischen dem O-Atom von a) HPO?%-,

b) H,PO; sowie ¢) CH;CO; und dem ,,anomeren“ C-Atom der Azol-Inhibitoren 20, 31, 47 und 51.

Glycosidasen von wenigstens!'®® 2.4 bis 5.3 kcalmol~'. Dies
besagt, dal die Wechselwirkung mit dem katalytischen
Nucleophil nur etwa zur Hilfte zur Bindungsenergie beitrégt;
die andere Hilfte mufl auf der Wechselwirkung mit der
katalytischen Sdure beruhen.

Die Stirke der berechneten Azol-Oxyanion-Wechselwir-
kung verlduft zwar gleichsinnig mit der Hemmung von GPb,
aber gegenliufig zur Hemmung der -Glycosidasen. In Uber-
einstimmung mit dem Synergismus der Wechselwirkungen
mit der katalytischen Sdure und dem katalytischen Nucleophil
zeigen die Ergebnisse der Rechnungen, daf3 die Protonierung
des Imidazols 31 zu einer drastischen Verstdrkung der
Wechselwirkung mit dem katalytischen Nucleophil um bis
zu 6 kcalmol~ fiihrt.

3.5. Erkenntnisse aus Kristallstrukturen und
Modellierung

3.5.1. Protonierung in der Ringebene

Die Hypothese einer Protoneniibertragung in der Ring-
ebene wurde zunichst dadurch tiberpriift, da3 wir die gluco-
und galacto-Tetrazole 20 bzw. 22 in das aktive Zentrum der
drei konfigurationserhaltenden Glycosidasen einpafiten
(,,dockten“), die durch eine Rontgenstrukturanalyse charak-
terisiert waren.’””? Das korrekte Andocken der Hemmer
wurde durch zwei Aspekte erleichtert. Zum einen spalten
Exoglycosidasen terminale Glycosidreste vom reduzierenden
Ende eines Glycosids oder Oligosaccharids her; die zu
spaltende glycosidische Bindung muB also der Offnung der
Bindungstasche zugekehrt sein. Sodann muf sich das kataly-
tische Nucleophil auf der a-Seite des Pyranoserings befinden,
ca. 3 A unterhalb des anomeren Zentrums, um so das ent-
stehende Oxycarbenium-Ion zu stabilisieren.

GemiB der auf der Aminosdurensequenz beruhenden
Klassifizierung der Glycosidasen nach HenrissatP" 2 gehdren
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die B-Galactosidase aus E. coli (Familie 2),'™¥ die cyanogene
B-Glucosidase aus WeiBklee!'! und die 6-Phospho-A-galacto-
sidase aus L. lactis!'*! (beide Familie 1) zu zwei verschiedenen
Familien, weisen aber eine sehr Zhnliche Anordnung von
polaren und hydrophoben Seitenketten in ihren aktiven
Zentren auf. Zusitzliche, fiir das Andocken von Hemmern
in diesen Glycosidasen relevante Informationen stammen aus
der von White et al. bestimmten Struktur einer Cellulase aus
Cellulomonas fimi.'"1 Es handelt sich zwar um eine Endo-
glycosidase der Familie 10, aber die Anordnung ihrer fiir die
Erkennung des Pyranoseringes und fiir die Katalyse verant-
wortlichen Aminosédure-Seitenketten &dhnelt stark der im
aktiven Zentrum der oben genannten drei Glycosidasen. Im
untersuchten Kristall der C.-fimi-Cellulase ist das katalytische
Nucleophil kovalent an eine 2-Desoxy-2-fluorcellobiosyl-
Einheit gebunden (Abbildung 15), in Ubereinstimmung mit
der seit geraumer Zeit vorgebrachten Hypothese, wonach die
Hydrolyse zumindest bei einigen Glycosidasen iiber einen
Glycosylester verlduft.[? 1081

;.f,a‘ W Asr1126

Glu127

A4

GIn233 ) *3' é#/k!? Tr27a

-] Gluznﬂé
‘éé -ﬁ'rp:’k
I-'|52Cl::

Abbildung 15. Kristallstruktur der Endocellulase aus C. fimi (Familie 10),
die kovalent an eine 2-Deoxy-2-fluorcellobiosyl-Einheit gebunden ist.['””]
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Die Strukturen, die durch das manuelle Andocken der
Tetrazole 20 oder 22 im aktiven Zentrum der drei Exoglyco-
sidasen erhalten wurden, dhneln einander auf bemerkens-
werte Weise (Abbildung 16a—c).’? Eine Energieminimie-
rung mit festen Enzymkoordinaten, die von der durch

"‘Q

GIuSS?V
) Tyra03
cl ﬁf o
His116 \ %25

Asn159 - Gin12
'c;-é§=x" { { A "«

W . ' ., o8 &
Glu160

His540 h

Tyrday

‘; Tyr2ds

Abbildung 16. Modellierte Strukturen der Komplexe a) aus E.-coli-f-
Galactosidase (Familie 2) und dem galacto-Tetrazol 22, b) aus Weiiklee-f3-
Glucosidase (Familie 1) und dem gluco-Tetrazol 20 und c) aus L.-lactis-6-
Phospho-f-galactosidase (Familie 1) und einer phosphorylierten Form des
galacto-Tetrazols 22.1?]

manuelles Andocken erhaltenen Struktur dieser Komplexe
ausging, legt den Schluf3 nahe, dal die Inhibitoren optimal
angeordnet sind. Man findet potentielle Wasserstoffbriik-
kenbindungen zwischen dem glycosidischen Heteroatom und
der Carboxygruppe der konservierten katalytischen Séure

Angew. Chem. 1999, 111, 794-815

Glu, zwischen HO-C2 und dem konservierten Asn, das in der
Sequenz vor dem katalytischen Saurerest liegt, und zwischen
HO-C3 und einem konservierten His. Die Modelle weisen
ferner auf eine hydrophobe Stapelwechselwirkung auf der a-
Seite zwischen dem Pyranosering und einem konservierten
Trp hin, wie es fiir kohlenhydratbindende Enzyme typisch
ist.'”! Die unausweichliche SchluBfolgerung ist die, daB3 der
katalytische Protonendonor sich tatsdchlich in der Nihe der
gemittelten Ringebene befindet; eine Drehung des Inhibitors
oder eine Verschiebung des katalytischen Protonendonors in
der Weise, dal die Protonierung senkrecht zur Ringebene
erfolgen kann, 146t sich nicht sinnvoll durchfiithren. Sakon
etal. haben die Kristallstruktur einer Endocellulase der
Familie 5 mit einer Cellotetraose im aktiven Zentrum be-
stimmt und dort wiederum eine sehr éhnliche Anordnung von
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben Wechselwir-
kungen festgestellt (Abbildung 17a).'" Diese Autoren be-
merkten, daB3 die Anordnung der katalytischen Gruppen um

a) ha

. » Q-'F__.
‘? = t-"
7 Tyr240
Trpa2g
Ein1g

Serd?28

AN

Trp421 Lys435

Glud75Cys x%

Tyr2a9

Tyra37

Abbildung 17. Kristallstrukturen der Komplexe a) aus A.-cellulolyticus-
Endocellulase (Familie 5) und ihrem Substrat!'') und b) aus L.-lactis-6-
Phospho--galactosidase (Familie 1) und dem Reaktionsprodukt.['!!]

die zu spaltende Bindung dem ,,Lehrbuchparadigma“ wider-
spreche, da sie nicht auf entgegengesetzten Seiten der
Ringebene des Glycons angeordnet sind, sondern vielmehr
der Protonendonor in der Nihe der Ebene des Pyranoserings
und in der Nihe des katalytischen Nucleophils liegt. An-
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schlieBend haben Wiesmann et al.l'"!! die Kristallstruktur des
Komplexes zwischen einer Mutante der 6-Phospho-3-galac-
tosidase und 6-Phosphogalactose bestimmt (Abbildung 17b),
die alle Wechselwirkungen bestitigt, die wir in unserem
Inhibitormodell vorgeschlagen hatten,’ und wiederum zeigt,
daB der Protonendonor in der Ndhe der Ringebene liegt.

3.5.2. Aligemeingiiltigkeit der Protonierung in der
Ringebene — Klassifizierung von Glycosidasen auf der
Grundlage der syn- oder anti-Protonierungsrichtung

Die Protonierung in der Ringebene schien nun recht gut
belegt zu sein, zumindest fiir die von uns untersuchten (-
Glycosidasen. Dies wirft die Frage auf, ob die Protonierung in

der Ringebene eine charakteristische Eigenschaft aller Gly-
cosidasen ist.

Wir kennen heute viele Kristallstrukturen von Komplexen
aus konfigurationserhaltenden $-Glycosidasen und deren Sub-
straten, Reaktionsprodukten oder Hemmern.[104 105, 107 110-144]
In allen Komplexen liegt der Protonendonor in der Nihe der
gemittelten Ebene des Pyranoserings von Substrat oder
Inhibitor (Tabelle 10). Nach diesen Strukturdaten gibt es
zwei Typen von Glycosidasehemmern. Bezogen auf die durch
die Atome O1, C1 und H1 aufgespannte Ebene ist der
Protonendonor im ersten Typ anti-stindig zum Sauerstoff-
atom des Pyranoserings (d. h. zur (C5)O-C1-Bindung), wie es
in den oben beschriebenen Strukturen der Fall ist (Abbil-
dung 18a). Dies entspricht der Orientierung eines der beiden

Tabelle 10. Klassifizierung der Glycosylhydrolasen nach ihrer Protonierungsrichtung (anti- oder syn-stindig).

Enzym Herkunft Konfiguration!®) Familie PDB-Code Ligand Séure/Basel®) Nucleophil® Lit.
anti-Protonierer
6-Phospho-f3-galactosidase Lactococcus lactis B-B 1 4pbg Produkt Glul60 Glu375 [111]
Myrosinase Sinalpa albis B-B 1 2myr 2-F-Glycosyl GIn187[") Glu409 [112]
Cellulase C Clostridium thermocellum - 5 lcen Produkt Glul40 Glu280 [113]
Cellulase Acidothermus cellulolyticus -8 5 lece Substrat Glul62 Glu282 [110]
Cellulase Bacillus agaradherans B-B 5 - 2-F-Glycosyl ? ?
Cellulase Cellulomonas fimi B-B 10 lexp 2-F-Glycosyl Glul27 Glu233 [107]
Amylase I Schweinebauchspeicheldriise a-a 13 1ppi Acarbose Glu233 Aspl97 [114]
Amylase IT Schweinebauchspeicheldriise a-a 13 lose Acarbose Glu233 Aspl97 [115]
Amylase Aspergillus oryzae a-a 13 Ttaa Acarbose Glu230 Asp206 [116]
CGTase Bacillus circulans a-a 13 lcxg Acarbose Glu257 Asp229 [117]
Chitobiase Serratia marcescens B-B 20 1gbb Produkt Glu540 el [118]
anti-Protonierer (aufgrund von Homologien in den Aminosidurensequenzen)
p-Glucosidase WeiBklee BB 1 lcbg - Glul83 Glu397 [105]
p-Glycosidase Sulfolobus solfataricus BB 1 1gow - Glu206 Glu387 [119]
p-Galactosidase Escherichia coli BB 2 1bgl - Glu461 Glus37 [104]
B-Glucuronidase Mensch BB 2 1bhg - Glu4s1 Glu540 [120]
Xylanase Clostridium thermocellum (-8 10 1xyz - Glu645 Glu754 [121]
Xylanase A Pseudomonas fluorescens BB 10 lelx - Glul27 Glu246 [122]
syn-Protonierer
Cellulase Fusarium oxysporum BB 7 lovw Thioglycoside Glu202 Glu197 [123]
Cellulase Thermonospora fusca p-a 9 3tf4, 4tf4 Produkt Glu424 Asp55, Asp58 [124]
Xylanase Bacillus circulans BB 11 1bcx, 1xnb Substrat Glul72 Glu78 [125]
Lysozym Hiihnereiwei3 BB 22 1lyz, 9lyz Substrat Glu3s Asp52 [126]
11sz Substrat [127,
Lysozym Ginseeiweil B-p 23 1541 Substrat Glu73 el [129]
Endoglucanase V Humicola insolens p-a 45 4eng Produkt Aspl21 Aspl0 [130]
syn-Protonierer (aufgrund von Homologien in den Aminosidurensequenzen)
Cellobiohydrolase I Trichoderma reesei B-B 7 1cel Produkt Glu217 Glu212 [131]
Endoglucanase Trichoderma reesei BB 7 legl - Glu201 Glul96 [132]
Cellulase D Clostridium thermocellum -a 9 1cle - Glu555 Asp201 [133]
Xylanase I Trichoderma reesei B-B 11 1xyn - Glul64 Glu75 [134]
Xylanase 11 Trichoderma reesei B-B 11 1red, 1ree, 1ref Epoxyalkylglycoside Glul77 Glu86 [135]
1,3-1,4-Glucanase Bacillus macerans B-B 16 1byh, 1gbg - Glul09 Glul05 [136]
1,3-1,4-Glucanase Bacillus macerans B-B 16 1mac - Glul107 Glul03 [137]
Chitinase A Serratia marcescens B-B 18 lctn - Glu315 Asp391 [138]
Endochitinase Hordeum vulgare p-a 19 2baa - Glu67 Glu89 [139]
Nicht klassifiziert
Cellobiohydrolase II Trichoderma reesei -a 6 1cb2 - Asp221 Asp263 [140]
Cellulase A Clostridium thermocellum -a 8 lcem - Glu95 Aspl52 [141]
Xylanase Streptomyces lividans B-B 10 1xasl4l - Glul128 Glu236 [142]
1,3-1,4-Glucanase Hordeum vulgare B-B 17 1ghr - Glu288, Glu232 [143]
Glu280
Endochitinase H Streptomyces plicatus B-B 18 ledt - Glul32 Aspl30 [144]

128]

[a] Die Zuordnungen von Siure/Base und des Nucleophils wurden aus den angegebenen Publikationen iibernommen; in einigen Fillen sind sie nicht eindeutig.
[b] Myrosinase hat keinen katalytischen Protonendonor. GIn187 nimmt dieselbe Position ein wie das isostere, katalytische Glu in anderen Glycosidasen der Familie 1.
[c] Die N-Acetamido-Gruppe des Substrats fungiert als Nucleophil. [d] Die PDB-Datei enthilt nur die Koordinaten fiir das Proteinriickgrat. [e] Angegeben ist die
Konfiguration am anomeren Zentrum von Substrat und Produkt. [f] Kovalent mit dem Enzym verkniipfter 2-Desoxy-2-fluorglycosylrest. — CGTase = Cyclodex-
tringlycosyltransferase.
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Abbildung 18. a) anti-Protonie-
rung und b) syn-Protonierung
durch eine [-Glycosidase. c)
Durch die laterale Protonierung
wird die zu spaltende C-O-Bin-
dung in eine pseudoaxiale Orien-

doppelt besetzten, nichtbin-
denden Orbitale am glyco-
sidischen Sauerstoffatom in
einer durch den exo-ano-
meren Effekt begiinstigten
Konformation. Beim zwei-
ten Typ ist der Protonen-
donor sym-stindig zum
Sauerstoffatom des Pyra-
noserings, was eine Konfor-
mation erfordert, die durch
den exo-anomeren Effekt
nicht begiinstigt wird (Ab-
bildung 18b). In Tabelle 10
ist eine betrédchtliche Zahl
von Glycosidasestrukturen
aufgefithrt, die entweder
mit einer anti- oder mit
einer syn-Protonierungs-
richtung kompatibel sind.
Bei einigen Glycosidasen
reicht die Strukturhomolo-
gie nicht aus, um sie als
anti- oder syn-Protonierer
zu klassifizieren. Diese Klas-
sifizierung wiirde durch die
Kristallstrukturanalyse von
entsprechenden Enzym-Li-

tierung gebracht. gand-Komplexen bedeu-
tend erleichtert.

Es tiberrascht nicht, da$ die anti- oder syn-Protonierungs-
richtung mit der Einteilung der Glycosidasen in Familien
korreliert, die Henrissat auf der Grundlage der Aminoséu-
rensequenzen vorgenommen hat.5t 32 Die Ahnlichkeit der
Strukturen des aktiven Zentrums der Glycosidasen der
Familien 17 27 5 und 10’[56, 104, 105, 107, 110, 112, 113, 119, 120, 122] dle alle
zum ,,GH-A-Clan“ gehoren, klassifiziert sie als anti-Pro-
tonierer. Eine dhnliche anti-Orientierung findet sich auch in
einer Chitobiase der Familie 20;"'8! syn-protonierende Gly-
cosidasen finden sich in den Familien7, 9, 11, 22, 23 und
45'[123, 125,127, 129, 130, 145]

Keine dieser Protonierungsrichtungen entspricht dem Pa-
radigma von Lysozym, wonach die katalytischen Gruppen
»auf entgegengesetzten Seiten“ der zu spaltenden glycosidi-
schen Bindung angeordnet sein sollen.?* 2 Neuere hochauf-
geloste Kristallstrukturen von Enzym-Inhibitor-Komplexen
haben jedoch gezeigt, dal Lysozym sein Substrat in der
Ringebene protoniert und zum Typ der syn-protonierenden
Glycosidasen gehort.['2% 121 Wir haben kein Beispiel fiir eine
konfigurationserhaltende -Glycosidase gefunden, in welcher
der Protonendonor in Bezug auf die oben definierte Ebene
nicht entweder anti- oder synperiplanar zum Ringsauerstoff-
atom angeordnet wiére.

Es ist durchaus sinnvoll, da$ die katalytische Carboxygrup-
pe in der Néhe der Ringebene und nicht senkrecht zu ihr
angeordnet ist. Die Abspaltung des Aglycons in pseudoaxiale
Richtung wire durch eine senkrecht zur Ringebene ange-
ordnete Carboxygruppe gehindert (Abbildung 18c). Aus
stereoelektronischen Betrachtungen, z.B. denen von Des-
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longchamps,!'%9! folgt, daB die Protonierung des glycosidischen
Sauerstoffatoms auf dem Weg zu einem dem Oxycarbenium-
Ion entsprechenden Ubergangszustand mit einer Verlinge-
rung der zu spaltenden Bindung in pseudoaxiale Richtung
einhergehen muf3. Diese Erwartung wird von zwei hochauf-
gelosten Kristallstrukturen bestétigt, denen der Cellulasen
aus Fusarium oxysporumU'?! (Familie 7, syn-Protonierung;
Abbildung 19) und aus Bacillus agaradherans™" (Familie 5,

His209 ||

Abbildung 19. Kiristallstruktur des Komplexes aus der Cellobiohydrolase
aus F oxysporum (Familie 7) und einem Thioglycosid.

anti-Protonierung), die beide von Davies bestimmt wurden
und die eine Twistkonformation des Pyranoserings sichtbar
machen, in der die glycosidische Bindung pseudoaxial ange-
ordnet ist. Ein dhnlicher Befund von Tews et al.l'8! bezieht
sich auf zwei chitinabbauende Enzyme der Familien 18 und 20.
Auch das Wassermolekiil, das mit dem intermediir gebildeten
Glycosylester reagiert, muf3 aus einer pseudoaxialen Richtung
angreifen.

Die anti- oder syn-Protonierungsrichtung liefert ein wich-
tiges Kriterium fiir den Strukturentwurf von selektiven
Hemmern. Unter den Hemmern vom Lactontyp hat nur das
Lacton selber ein nichtbindendes, doppelt besetztes Orbital,
das eine Wasserstoffbriickenbindung mit einer syn-protonie-
renden katalytischen Séure bilden kann; eine solche Pro-
tonierung ist bei den Hemmern vom Azoltyp und bei
Hydroximséurelactamen nicht moglich; diese sollten selektiv
anti-protonierende Glycosidasen hemmen. Die Uberpriifung
dieser Hypothese sowie der Entwurf und die Synthese von
selektiven Hemmern von syn-protonierenden Glycosidasen
sind Gegenstand laufender Untersuchungen.

3.5.3. Konfigurationsselektivitit
3.5.3.1. Hemmung von o- und B-Glycosidasen

Die oben diskutierten Befunde (sieche Abschnitt 3.5.2)
zeigen, daB der Ubergangszustand durch eine pseudoaxiale
Orientierung der zu spaltenden C-O-Bindung und eine Twist-
konformation charakterisiert ist. Dies scheint den Indizien zu
widersprechen, nach denen Hemmer vom Lactontyp Uber-
gangszustands-Analoga sind, da die Carbonylgruppe, die eine
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Wasserstoffbriickenbindung mit der katalytischen Sdure bil-
det, pseudodquatorial angeordnet ist. Es ist aber unklar, in
welchem Ausmal3 die partielle Protonierung des Lactons und
seiner Analoga sowie die Wechselwirkung mit dem kataly-
tischen Nucleophil zu einer Umhybridisierung oder zu Kon-
formationsdnderungen im aktiven Zentrum des Enzyms
fiihren, so dal das an C1 gebundene Heteroatom sich, wie
in Abbildung 18 ¢ angegeben, oberhalb der gemittelten Ring-
ebene befindet. Jedenfalls nehmen Lactone leicht eine Boot-
oder Twist-Boot-Konformation ein.'¥! Vermutlich ahmen
Hemmer vom Lactontyp Strukturen nach, die einem frithen
Abschnitt auf der Reaktionskoordinate entsprechen.

Die aktiven Zentren der konfigurationserhaltenden a- und
p-Glycosidasen weisen eine dhnliche Anordnung der hydro-
philen und hydrophoben Aminosdureseitenketten auf, die fiir
die Erkennung des Pyranoserings verantwortlich sind, was
vermuten 14Bt, daf der wesentliche Unterschied zwischen
diesen beiden Enzymklassen auf der Anordnung des kataly-
tischen Nucleophils und der katalytischen Sdure beruhen. Aus
offensichtlichen Griinden befindet sich das katalytische
Nucleophil der konfigurationserhaltenden (-Glycosidasen
auf der a-Seite der Glycoside und jenes der a-Glycosidasen
auf der $-Seite. Wie besprochen befindet sich der Protonen-
donor der B-Glycosidasen in der Nihe der Ringebene. In a-
Glycosidasen der Familie 13 (anti-protonierend) befindet sich
der Protonendonor ebenfalls auf einer Seite der zu spaltenden
Bindung, aber in einer Ebene, die sich ca. 1 A unterhalb der
gemittelten Ringebene befindet,!!'* 115150 in Ubereinstim-
mung mit der Lage des a-glycosidischen Sauerstoffatoms.

Wie in den Abschnitten 3.2, 3.4 und 3.5.1 dargelegt, werden
Hemmer vom Lactontyp durch eine Wasserstoffbriickenbin-
dung mit dem katalytischen Protonendonor, eine Ladungs-
Ladungs- oder Ladungs-Dipol-Wechselwirkung mit dem
katalytischen Nucleophil oder aufgrund einer Kombination
dieser Faktoren gebunden. Stark basische, vollstdndig pro-
tonierte Lacton-Analoga wie das Amidin 11 und das Ami-
drazon 12 (siche Abschnitt2.2) werden iiber Ladungs-La-
dungs-Wechselwirkungen gebunden, die stark und wenig
gerichtet sind, so daB geringfiigige Anpassungen der Bin-
dungsgeometrie toleriert werden, in Ubereinstimmung mit
dem Befund, daB diese Salze sowohl a- als auch S-Glycosi-
dasen hemmen. Im Unterschied dazu korreliert die Selektivi-
tdt der Hemmung von f3- gegeniiber a-Glycosidasen durch
neutrale Hemmer vom Lactontyp mit der Richtungsabhin-
gigkeit der Wasserstoffbriickenbindung, die eine optimale
Anordnung des ,,glycosidischen“ Heteroatoms zur katalyti-
schen Séure erfordert. In a-Glycosidasen begiinstigen weder
der Abstand zwischen der katalytischen Sidure und dem
»glycosidischen“ Heteroatom neutraler Hemmer vom Lac-
tontyp noch die Ausrichtung dieser Gruppen die Bildung
einer starken Wasserstoffbriickenbindung (Abbildung 20 a, b).
LaBt sich der energetische Aufwand fiir die Anpassung an
eine Struktur, die eine Hemmung von a-Glycosidasen durch
Hemmer vom Lactontyp ermdglicht, durch Verstdrkung der
H-Briicke zur katalytischen Séure erbringen, d.h. durch
Einsatz eines stdrker basischen Lacton-Analogons? Dies
scheint der Fall zu sein, da das Hydroximséurelactam 13
(pK,-Wert 4.8-5.2) a- und S-Glycosidasen &dhnlich stark
hemmt (Abbildung 20c¢).>!1 Solche Analoga verdeutlichen
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den flieBenden Ubergang
zwischen neutralen Hem-
mern vom Lactontyp
(schwache = H-Briicken-
Acceptoren) und stark ba-
sischen, vollig protonier-
ten Hemmern. Die K;-
Werte stark basischer
Hemmer wie 11 und 13 b)
spiegeln die (partielle?)
Desolvatisierung bei der

a) OH o/k
- 0

Bindung an das Enzym "a

wider und vermutlich HO OD 0

auch die Abwesenheit ei- He /‘H

ner Salzbriicke zur kataly- ©

tischen Saure. Der ideale

Hemmer wird also in Lo- c) O/k

sung ungeladen und im OH - 0

aktiven Zentrum proto- H NH

niert vorliegen. H N\, _OH
Die wohlbekannte Rich- HO ND Q

tungsabhingigkeit der ( He

Starke einer Salzbriik-
kel'>2l mag eine Rolle bei
der stirkeren Hemmung
von a- gegeniiber B-Gly-
cosidasen durch Desoxy-
nojirimycin 4% 1331 gpielen
(Tabelle 11). Das Ring-
stickstoffatom des proto-
nierten Desoxynojirimycins ist in einer giinstigen Lage, um
mit dem (anionischen) katalytischen Nucleophil von a-, nicht
aber von f-Glycosidasen ein iiber Wasserstoffbriickenbin-

Abbildung 20. Wechselwirkung
der Kkatalytischen Sdure einer a-
Glycosidase mit a) einem a-Glyco-
sid, b) dem Gluconolacton 1 und
¢) dem Lactamoxim 13.

Tabelle 11. IC5-Werte [um] fiir Desoxynojirimycin 4, Isofagomin 56,
Azaisofagomin 57, Desoxygalactostatin 58 sowie galacto-Isofagomin 59.

Enzym (Herkunft) 4 56 57 58 59
a-Glucosidase (Bierhefe) 12.6 86 39 > 2000
B-Glucosidase (Mandeln) 47 0.1 0.65 0.19
a-Galactosidase (E. coli) - - - 0.0016 200
p-Galactosidase (E. coli) - - - 0.16 0.012

dungen verkniipftes Ionenpaar zu bilden (Abbildung 21 a, b).
Die umgekehrten Verhéltnisse gelten fiir Isofagomin
56,15+15 bei dem die Lage des protonierten Ringsauerstoff-
atoms eine Wechselwirkung mit dem katalytischen Nucleo-
phil von B-Glycosidasen stirker begiinstigt (Abbildung 21c¢),
wie es in den Hemmkonstanten zum Ausdruck kommt
(Tabelle 11). Dies ist im Einklang mit neueren Ergebnissen
von Bols et al.,['>] wonach das analoge Piperazin 57, das ein
Ringstickstoffatom in beiden Stellungen hat, weniger o-
selektiv ist als Desoxynojirimycin (es hemmt sowohl a- als
auch S-Glycosidasen stirker) und weniger S-selektiv als
Isofagomin (es hemmt a-Glycosidasen stirker und -Glyco-
sidasen schwicher). Die analoge Beziehung zwischen der
Lage des Ammoniumzentrums und der Hemmung von a- und
B-Galactosidasen findet sich fiir Desoxygalactostatin 5811581
und galacto-Tsofagomin 59.11% 11 Moglicherweise vermag
Calystegin B2,['%-161] je nachdem, wie es an eine Glycosidase
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gebunden ist, entweder

Desoxynojirimycin oder

OH & Isofagomin  nachzuah-
[+ men.

3.5.3.2. Glucosidase oder
Galactosidase?

Die Modelle der an das
b) aktive Zentrum von Gly-
cosidasen der Familien 1
und 2 gebundenen Hem-
mer ermoglichen auch
die Erkldrung einer zwei-
ten Art von Selektivitit
oder deren Abwesenheit.
Schon vor vielen Jahren
wurde festgestellt, daf3
gewisse [-Glycosidasen
und  S-Galactosidasen
nur die entsprechenden,
»richtig®  konfigurierten
Substrate  spalten,!162167)
wéhrend andere nur eine
geringe Vorliebe fiir eine
spezifische Konfiguration
an C4 Zeigen.[éi 119, 167-171]
Es wurde viel Miihe auf
die Reinigung dieser En-
zyme verwendet, um auf-
zuklédren, ob diese schein-
bar unselektiven Glycosi-
dasen Gemische sind,
aber haufig blieben diese

c)

e
)\7

Abbildung 21. Vorgeschlagene
Wechselwirkungen bei der bevor-
zugten Bindung von Deoxynojirimy-
cin im aktiven Zentrum einer o-
Glucosidase (a), die bei der Bindung
im aktiven Zentrum einer -Gluco-
sidase nicht auftreten (b). c) Be-
vorzugte Wechselwirkungen bei der
Bindung von Isofagomin im aktiven
Zentrum einer -Glucosidase.

H NH NH
H NH H H NH
H
57 58 59

Enzyme auch bei nachgewiesener Homogenitdt unselek-
tiv.[% © Uber Jahrzehnte hinweg gesammelte Ergebnisse aus
Kinetikmessungen korrelieren mit der oben erwéhnten Ein-
teilung der Glycosidasen in Familien.’?) So gehoren g-
Glucosidasen,["'!l 6-Phospho-S-glucosidasen und 3-Galactosi-
dasen!'®] sowie Myrosinasen (Thioglycosidasen),!'” alle mit
geringer gluco-/galacto-Selektivitit, zur Familie 1. Glucosida-
sen mit hoher gluco-Selektivitit gehdren zur Familie 3.[162 163
Die Familie 2 umfaBt zwei Unterfamilien: 5-Galactosidasen,
die hochgradig galacto-selektiv sind,!'*! und f-Glucuronida-
sen mit geringer Selektivitt.['7!]

Homologie von Aminosdurensequenzen impliziert struk-
turelle Ahnlichkeit, und in der Tat gleichen sich die aktiven
Zentren der Glycosidasen der Familien 1 und 2. Die Amino-
sduren, die an der Katalyse beteiligt sind (beide Glu) und
Wasserstoffbriickenbindungen mit HO-C2 und HO-C3 (Asn
bzw. His) sowie hydrophobe Wechselwirkungen mit der a-
Seite der Substrate eingehen (Trp), werden in allen Kristall-
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strukturen gefundenl®® 195 1L 119 ynd sind in allen Aminosiu-
rensequenzen konserviert!'’? (siche Abbildungen 15-17).
Glycosidasen der Familie 1 haben Trp- und Gln-Reste in
Positionen, in denen sie entweder mit axialen oder mit
dquatorialen C4-Hydroxygruppen in Wechselwirkung treten
konnen (Abbildung 22).73 174 Beide Unterfamilien der Fa-
milie 2 haben einen konservierten Asparaginsdurerest im

a)

b) .W

Trpd33

Hislb(}\ ; GIn18
_ AerEDS £ *"'". //é‘k
1¢Y w}—'

Glu206 &

Abbildung 22. Modellierte Strukturen der Komplexe zwischen der /-
Glycosidase aus S. solfataricus (Familie 1) und a) dem gluco-Tetrazol 20
und b) dem galacto-Tetrazol 22.

aktiven Zentrum. In den représentativen Strukturen der -
Galactosidase aus E. coli" und der menschlichen B-Glucu-
ronidase,l'?” die beide galacto-konfigurierte Substrate hydro-
lysieren, kann dieser Asparaginsdurerest eine Wasserstoff-
briickenbindung mit der axialen Hydroxygruppe an C4 ein-
gehen. Diese Strukturen unterscheiden sich voneinander
durch die Lage des konservierten Tryptophanrestes, iiber
dem der Pyranosering liegt: In der menschlichen S-Glucuro-
nidase kann die dquatoriale C4-Hydroxygruppe eine H-Briik-
ke mit dem Indol-Stickstoffatom von Trp 587 bilden (Abbil-
dung 23), wihrend der entsprechende Tryptophanrest 568 der
p-Galactosidase aus E. coli (siche Abbildung 15) nach ,,oben*
hin verschoben ist, eine Wechselwirkung mit der hydropho-
ben Seite eines Galactopyranosids eingehen kann und eine
dquatoriale Hydroxygruppe rdaumlich abblockt, so dal Glu-
coside das aktive Zentrum nicht vollstidndig besetzen konnen.

Bislang ist keine Kristallstruktur einer Glucosidase der
Familie 3 bestimmt worden, so daB3 uns das Verstindnis der
Wechselwirkungen, auf denen die hohe gluco-Selektivitit
dieser Enzyme beruht, noch verwehrt ist.
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OBn
Bn NH
Bn - OH
19
OBn
Abbildung 23. Kristallstruktur des Komple- Bn NH +
xes aus menschlicher S-Glucuronidase (Fa- Bn Bro Ng
milie 2) und dem gluco-Tetrazol 20. 18
OBn
4. Selektivitit fiir das Aglycon: Bn NE
Hemmung durch Analoga von BNO=—
Disacchariden 18
. . . B OB
Die meisten der in den vorange- " :IH
henden Abschnitten diskutierten Bn +
BnO ™8

Hemmer sind Analoga des Glycon-
teils der Substrate oder Ubergangs- 65
zustinde. Der Einbau eines dem

Aglycon des natiirlichen Substrats

entsprechenden Restes in die Struk-

tur des hemmenden Analogons des

Glycons oder Ubergangszustands, al-

so beispielsweise die Synthese eines
Disaccharid-Analogons, sollte im Idealfall zu einer verstark-
ten Hemmwirkung und zu einer hoheren «/f-Selektivitit
filhren. Finige Arbeitsgruppen haben Disaccharid-Analoga
starker Hemmer hergestellt, z. B. Analoga von Trehazolin,['7]
Isofagomin,['®!  Valienamin,'” 1-Desoxynojirimycin,!77-180]
1-Desoxymannojirimycin'® 182 und anderen Azasacchari-
den.[183—190]

Da die Oximfunktion eines Hydroximséurelactons oder
-lactams in eine Richtung zeigt, die der Lage des Aglycons
eines 3-D-Glycosids ndherkommt als jener eines a-Glycosids,
sollte ein Oximsubstituent das Aglycon eines [-Glycosids
besser nachahmen als jenes eines a-Glycosids; ein derart
substituierter Inhibitor sollte 3-Glycosidasen selektiver hem-
men als die unsubstituierte Hydroximsdureverbindung. Die
Cellobiosid-Analoga 62 und 64 wurden durch Alkylierung des
benzylgeschiitzten D-Gluconohydroximséure-1,5-lactams 19
mit dem galacto-konfigurierten Trifluormethansulfonat (Tri-
flat) 60 erhalten oder, alternativ, durch Kondensation des

Tabelle 12. K;- und ICs,-Werte fiir die Lactamoxime 13, 62, 63, 66 und 67.1%

TH OBn
* Bno&i/OMe
BnO
60
OBn
HoN
Bn OMe
BnO
61

OBn

HoN
BnO

" SMe

63 64 OH
OBn

H,N

Bn OMe

BnO
61

benzylgeschiitzten Thiolactams 19 mit den gluco-konfigurier-
ten Hydroxylaminen 61 oder 63 und nachfolgende Deben-
zylierung mit Lithium in Ethylamin. Das Lactosid-Analogon
66 wurde analog aus dem geschiitzten D-Galactonothiolactam
65 hergestellt.['"!]

H OH
NH H
H H Me
OH N~
66 OH
HO _OH
NH
H
oH ~OH
67

Die beiden Cellobiosid-Analoga 62 und 64 hemmen die -
Glucosidase aus C. saccharolyticum etwa gleich stark wie das
unsubstituierte Hydroximsdurelactam 13; weder stort der
zweite Pyranosering die Bindung an das Enzym, noch fordert
er sie (Tabelle 12). Die Bindung an die a-Glucosidase aus
Hefe wird jedoch mindestens um das 1000fache geschwicht,
d.h., der zweite Pyranosering kann im aktiven Zentrum dieser
Glycosidase nicht untergebracht werden. Die SiiBmandel-$3-
Glucosidasen mit ihrer bekannten Bevorzugung eines hydro-
phoben Aglyconst™ stellen einen interessanten Fall dar, da ihre
Hemmung durch das -Cellobiosid-Analogon 62 nur viermal
schwicher ist als jene durch 13, wihrend die Hemmung durch
das a-konfigurierte Cellobiosid-Analogon 64 100mal schwé-
cher ist. Dies ist im Einklang mit einer Wechselwirkung mit
einem hydrophoben und flachen Aglycon, die mit der axialen
Methoxygruppe von 64 unvereinbar ist.

Die fiir die Cellobiosid-Analoga 62 und 64 beobachtete a/
[-Selektivitit spiegelt sich in jener des Lactosid-Analogons 66

Enzym (Herkunft) Ky pH 13 62 63 66 67
p-Glucosidasen (Mandeln) 3.0(1.2) 6.8 16 60 1000 - -
B-Glucosidase (C. saccharolyticum) 12 (12) 6.8 33 3.6 2.0 33 2.5
a-Glucosidase (Bierhefe) 12 (1.2) 6.8 2.9 2500 > 5000

B-Galactosidase (Rinderleber) 0.24 (0.24) 7.0 - - - 2500 1008
p-Galactosidase (E. coli) 0.04 6.8 - - - 0.1 0.1
a-Galactosidase (Kaffeebohnen) 0.19 6.0 - - - 250 5

[a] Angegeben sind die K;-Werte [uMm] oder (kursiv) die ICs-Werte [um]. [b] Ky-Werte [mMm] der entsprechenden 4-Nitrophenylhexopyranoside. Die

Anfangskonzentration des Substrats [mm] ist in Klammern angegeben.
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wider. So wird die starke Hemmung der a-Galactosidase aus
Kaffeebohnen durch das unsubstituierte Hydroximséurelac-
tam 67 (K;=>5um) mit der Einfiihrung des Glucosylrestes in
66 signifikant geschwicht (K; =250 um), wihrend die beiden
Hydroximsdurelactame 66 und 67 starke, kompetitive Hem-
mer der f-Galactosidase aus E. coli (Familie 2) sind, mit
einem K;-Wert von 100 nM.

Die K;-Werte fiir die Hemmung der C.-saccharolyticum-f3-
Glucosidase (Familie 1) durch die Hydroximsiurelactame 66
und 67 (3.3 bzw. 2.5uM) sind mit den Hemmwerten fiir die
gluco-Analoga 13 und 62 vergleichbar und bestitigen, daf3
Glucosidasen der Familie 1 keine Selektivitdt fiir die Kon-
figuration an C4 aufweisen und daf} die Bindungsstelle fiir das
Aglycon sowohl hydrophile als auch hydrophobe Reste
unterbringen kann. Dies wiederum ist im Einklang mit der
Funktion dieser Glycosidase als Exocellulase, die aber auch p-
Nitrophenylglycoside leicht spaltet.'”l Man darf bei diesen
Interpretationen nicht au3er Acht lassen, dal der Abstand
zwischen Glycon und Aglycon in den Oximethern groBer ist
als in den analogen Disacchariden. Wohl wird bei der
Glycosidspaltung die glycosidische Bindung progressiv ge-
streckt, aber inwiefern sich dieser Umstand auf die Hemmung
durch die Disaccharid-Analoga auswirkt, ist keineswegs klar.

Die (-Glucosidase aus Rinderleber wird durch 67 (K;=
10um) etwa 100mal stirker gehemmt als durch 66 (ICs,=
2.5mm), in Ubereinstimmung mit der starken Bevorzugung
von Arylpyranosiden durch die Rinderleber-Glycosidase. Dies
steht in einem gewissen Gegensatz zu den Ergebnissen der
Hemmung der -Glucosidasen aus SiiBmandel, die ebenfalls
Arylpyranoside bevorzugen,™ aber durch das Cellobiosid-
Analogon 62 nur viermal schwicher gehemmt werden als
durch das unsubstituierte 13. Es scheint, als ob die Bindungs-
stelle fiir das aromatische Aglycon der Rinderleber-Glycosi-
dase selektiver ist als jene der StiBmandel-Enzyme. Leider ist
die Aminosédurensequenz beider Glycosidasen unbekannt, so
dal3 aus diesen Befunden keine genaueren Schliisse auf die
Struktur des aktiven Zentrums und die Ursache der unter-
schiedlichen Bevorzugung aromatischer Aglycone moglich sind.

5. AbschlieBende Bemerkungen

Die Synthese geeigneter Glycosidasehemmer, die Messung
kinetischer Daten, die Analyse der Struktur unkomplexierter
und mit Inhibitoren komplexierter Glycosidasen sowie die
Interpretation dieser Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt
der Reaktivitdt organischer Verbindungen sind ideale Vor-
aussetzungen, um Einzelheiten des enzymatischen Reaktions-
mechanismus zu klidren. Die genaue Kenntnis dieser Mecha-
nismen ermoglicht es ihrerseits, auf rationale Weise selek-
tivere und stirkere Hemmer zu entwerfen. Die Beriick-
sichtigung der lateralen Protonierung, der Richtung, aus der
sie erfolgt (syn- oder anti-Protonierer) und der Konforma-
tionsdnderung im Verlauf der Glycosidspaltung wird sich
beim Inhibitor-Design bewéhren. Jiingste Kinetikuntersu-
chungen durch K. Piens im Laboratorium von M. Claeyssens
(Universitdt Gent) haben ergeben, daB Glyconolactamoxime
und Hemmer vom Imidazoltyp zwar die Cellobiohydrolase II
(CBHII) aus Trichoderma reesi, nicht aber die Cellobio-
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hydrolase I (CBH I) hemmen; dies paBt zur Klassifizierung
von CBH I als syn-Protonierer und 1463t vermuten, dal CBH 11
ein anti-Protonierer ist. Die Frage, ob bei den strukturell noch
weitgehend unbekannten Glycosyltransferasen dhnliche Se-
lektivititen zu finden sind, verspricht weitere spannende
Untersuchungen im Wechselspiel von Organischer Chemie,
Enzymologie, Proteinkristallographie und Biotechnologie.
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