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Glucoamylasen (GAs) katalysieren die hydrolytische Ab-
spaltung von b-d-Glucose am nichtreduzierenden Ende einer
Stärkekette sowie aus verwandten Oligo- und Polysacchari-
den. Die meisten GAs haben eine Stärkebindungsdomäne
(SBD), die von der Katalysedomäne (CD) durch ein glyco-
syliertes Linkerpeptid variabler Länge getrennt ist.[1] Das
Entfernen der SBD verringert die Aktivität der GA aus
Aspergillus niger gegenüber unlöslicher Stärke, nicht aber
gegenüber löslichen Substraten.[2] Wir haben gezeigt, daû 6II-
Thiopanose und ihre höheren Oligomere an die SBD binden
und die Aktivität der GA gegenüber Stärke beeinflussen.[3]

Dies deutet auf eine Wechselwirkung zwischen der CD und
der SBD von GA hin, und aufgrund dieser Befunde wurde
vorgeschlagen, daû ein kooperatives Verhalten zwischen
beiden Domänen für eine optimale Aktivität von ausschlag-
gebender Bedeutung ist.[4] Die einzigen, niedrigaufgelösten
Daten zur Struktur der gesamten GA wurden durch Raster-
tunnelmikroskopie erhalten,[5] aber eine mögliche Bewegung
beider Domänen bei der Substratbindung kann mit dieser
Methode nicht nachgewiesen werden. Die Struktur der CD
von GA aus Aspergillus awamori X100 im Kristall wurde
durch eine Röntgenstrukturanalyse,[6] die der SBD von GA
aus Aspergillus niger in Lösung NMR-spektroskopisch[7] auf-
geklärt. Die vollständige GA konnte bislang nicht kristalli-
siert werden, was auf die inhärente Beweglichkeit des Linker-
peptids zurückgeführt wird, das die beiden Domänen ver-
bindet. Die Cokristallisation in Gegenwart eines Liganden,
der sowohl an die CD als auch an die SBD bindet, könnte ein
Konformer stabilisieren. Kürzlich ermöglichte die Verwen-
dung eines Substratanalogons, an das eine bewegliche Schleife
des Proteins band, die Kristallisation einer Cellulase.[8]

Wir berichten hier über die Synthese von Verbindungen,
die gleichzeitig mit hoher Affinität an die CD und die SBD
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von GA binden und die wir entwor-
fen haben, um neue Informationen
zur Beziehung zwischen Struktur und
Aktivität von GA zu erhalten. Die
Strukturänderungen von GA beim
Übergang vom freien zum Ligan-
den-gebundenen Zustand wurden
mit quasi-elastischer Lichtstreuung
verfolgt, einer Technik, die bereits
mit Erfolg verwendet wurde, um die
hydrodynamischen Abmessungen ei-
ner aus mehreren Domänen beste-
henden Cellulase zu bestimmen.[9]

Es ist bekannt, daû Acarbose ein
starker Inhibitor für GA ist und daû
zwei Moleküle b-Cyclodextrin die
Bindung von Amylose an zwei Posi-
tionen der SBD imitieren können,
aber nicht in die Bindungstasche des
aktiven Zentrums passen.[10] Diese
Befunde lieûen vermuten, daû die
Wechselwirkung zwischen einer
Amylosekette und den beiden Do-
mänen von GA durch ein Acarbose-
molekül, das über flexible Spacer
unterschiedlicher Länge an ein Cyclodextrinmolekül ge-
knüpft ist, nachgeahmt werden kann.

Vor einigen Jahren haben wir eine effiziente Strategie zur
Synthese von verzweigten b-Cyclodextrinen entwickelt, die
an einem der C6-Atome eine Thioglucosyleinheit enthal-
ten.[11] Die kürzlich veröffentlichte Kristallstruktur einer
Cyclodextrin-Glycosyltransferase im Komplex mit einer die-
ser Verbindungen[12] belegt, daû das Vorhandensein einer
thioglycosidischen Verknüpfung die Bindung an das Protein
nicht beeinträchtigt. Diese Ergebnisse ermutigten uns, über
Schwefelbindungen Linker an Acarbose und b-Cyclodextrin
zu knüpfen.

Die der Synthese zugrundeliegende retrosynthetische Ana-
lyse ist in Schema 1 gezeigt. Das Zerlegen an den einge-
zeichneten Bindungen führte zu den Schlüsselbausteinen 5 ± 8
für die Synthese von 1 ± 3. Die längste Verbindung (4) wurde
am einfachsten durch Verlängerung des bereits mit b-Cyclo-
dextrin verknüpften Linkers 7 hergestellt. Um die Kupplung
mit 6-Desoxy-6-iod-b-cyclodextrin 5 zu ermöglichen, muûten
die bifunktionellen Spacer 6 und 7 eine Sulfanylgruppe sowie
für das Knüpfen der thioglycosidischen Bindung zu S-
Acetylacarbose 8 eine geschützte Hydroxygruppe aufweisen,
die leicht in eine thiophile Gruppe überführt werden konnte.

Das Schützen der Hydroxygruppen von käuflichem Mo-
nochlortriethylenglycol 9 durch Tritylierung (Trityl�Tr�
Triphenylmethyl), Halogenaustausch und nucleophile Substi-
tution des Iodatoms durch Kaliumthioacetat lieferte den
Spacer 6 in 33 % Gesamtausbeute (Schema 2). Tetraethylen-
glycol 12 wurde mit Tosylchlorid (Tosyl�Ts�Toluol-4-
sulfonyl) zum Monotosylat 13 umgesetzt, dessen Tritylierung
14 lieferte. Die Substitution der Tosylatgruppe mit Thioacetat
und das Abspalten der Tritylgruppe lieferten 16, das nach
S-Desacetylierung mit 14 gekuppelt wurde (!17). Die
Mesylierung (Mesyl�Ms�Methansulfonyl) von 17 lieferte

Schema 2. Herstellung der bifunktionellen Spacer 6 und 7. a) Ph3CCl,
CH2Cl2, 4-DMAP, NEt3, Raumtemperatur (RT), 20 h, 10 : 70%, 14 : 51%;
b) NaI (1.1 ¾quiv.), DMF, 100 8C, 3 h, 75 %; c) KSAc (6 ¾quiv.), DMF,
100 8C, 2 h, 6 : 63 %, 15 : 87%; d) TsCl (1 ¾quiv.), Pyridin, 0 8C!RT, 12 h,
52%; e) HBF4 in H2O, CH3CN, RT, 1 h, 95%; f) 1. 16, MeONa (1.3 ¾quiv.),
MeOH, 0 8C, 2 h, Argon; 2. 14 (0.6 ¾quiv.), DMF, 45 8C, RT, Argon, 73%;
g) MeSO2Cl, Pyridin, 0 8C!RT, 84%; h) KSAc, DMF, RT, 2 h, Argon,
87%. 4-DMAP� 4-Dimethylaminopyridin; Ms�Mesyl�Methansulfo-
nyl.

Schema 1. Retrosyntheseschema für die bifunktionellen Liganden 1 ± 4.
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18, und die Substitution der Mesylatgrupppe mit Thioacetat
führte in 22 % Gesamtausbeute (bezogen auf 12) zum bi-
funktionellen Spacer 7.

Die S-Desacetylierung der Verbindungen 6 und 7 lieferte
die entsprechenden Natriumthiolate, die (ohne vorherige
Charakterisierung) mit 6-Desoxy-6-iod-b-cyclodextrin 5 ge-
kuppelt wurden, das wie zuvor beschrieben[11] hergestellt
worden war (Schema 3). Die verzweigten Cyclodextrine 19

Schema 3. Herstellung der verzweigten Cyclodex-
trine 21, 22 und 24. a) 6, 7, 22, MeONa (10 ¾quiv.),
1 h, 0 8C, Argon; b) 1. DMF, RT, 12 h, Argon;
2. Ac2O, Pyridin, 4-DMAP, 60 8C, 12 h, 19 : 76 %,
20 : 64%, 23 : 70%; c) 1. HBF4 in H2O, CH3CN, RT,
20 min; 2. MeSO2Cl, Pyridin, 0 8C!RT, 12 h; 3.
NaI, DMF, 100 8C, 4 h, 21: 51%, 22 : 40%, 24 : 43 %.

und 20 wurden in 76 bzw. 64 % Ausbeute
erhalten. Detritylierung, Mesylierung und
Substitution der Mesylgruppe mit Iod
lieferten die entsprechenden Iodverbin-
dungen 21 und 22 in Ausbeuten von 51
bzw. 40 %. Dieses schrittweise Vorgehen
führte zu einer höheren Ausbeute als der
direkte OH!I-Austausch.[13] Durch Kup-
peln des Iodderivats 22 mit dem durch
S-Desacetylierung von 7 zugänglichen
Thiolat (siehe oben) wurde 23 in 70 %
Ausbeute erhalten. Die Überführung von
23 in 24 wurde durch die gleiche Reak-
tionsfolge erreicht, wie sie für die Syn-
these von 21 und 22 beschrieben wurde.

Das längste Synthon (24) wurde ausgehend von 22 in einer
Gesamtausbeute von 43 % erhalten.

Zur Synthese des Donors 8 wurde Acarbose 25 zunächst
acetyliert und dann mit HBr/AcOH[14] zum entsprechenden
Bromid umgesetzt, das dann in 8 überführt wurde (63 %
Gesamtausbeute) (Schema 4).

Das Kuppeln des Acarbosederivats 8 mit den Acceptoren 5,
21, 22 und 24 unter den von von Itzstein et al. beschriebenen
Bedingungen[15] führte zu den acetylierten Zielverbindungen
26 ± 29 in 63, 88, 83 bzw. 74 % Ausbeute. Die Endprodukte 1 ±
4 wurden durch O-Desacetylieren erhalten und über eine Um-
kehrphasen-Chromatographie an einer C18-Säule gereinigt.

Die thermodynamischen Parameter für die Bindung der
Liganden an die gesamte GA sowie an die CD und die SBD
von GA sind schon früher durch isotherme Titrationskalome-
trie bestimmt worden.[16] Die DH0-Werte für die Bindung der
vier heterobifunktionellen Liganden entsprachen innerhalb
des experimentellen Fehlerbereichs der Summe der DH0-
Werte für die Bindung von Acarbose und b-Cyclodextrin an
die CD bzw. die SBD. Diese Ergebnisse zeigen, daû das aktive
Zentrum und die Stärkebindungsstelle von GA in Lösung
dicht benachbart sind, was auf eine beträchtliche Beweglich-
keit des Linkerbereichs schlieûen läût.

Wir haben die hydrodynamischen Dimensionen von GA
und der CD mit quasi-elastischer Lichtstreuung bestimmt. In
Übereinstimmung mit ihren dreidimensionalen Strukturen
wurde für die SBD und die CD jeweils Kugelgestalt ange-
nommen, wohingegen die aus zwei Domänen bestehende,
hantelförmige GA als Ellipsoid behandelt wurde, dessen
kürzere Halbachse dem hydrodynamischen Radius ihres
gröûten Einzelbestandteils, der CD, entspricht. Die Messun-

Schema 4. Herstellung der Liganden 1 ± 4. a) 1. Ac2O, Pyridin, RT, 24 h; 2. CH2Cl2, HBr/AcOH,
ÿ10!0 8C, 1 h; 3. KSAc, DMF, RT, 18 h, 63%; b) Et2NH, DMF, RT, 4 h, 26 : 63%, 27: 88 %, 28 :
83 %, 29 : 74%; c) MeONa, MeOH, RT, 1 h, dann NH4OH (1m), RT, 12 h, 1: 78%, 2 : 74%, 3 : 91%,
4 : 74%.
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gen wurden bei unterschiedlichen Winkeln und mehreren
Proteinkonzentrationen (0.3 ± 1.1 mg mLÿ1) durchgeführt. Für
alle Konzentrationen und Streuwinkel entsprach die Auto-
korrelationsfunktion einem exponentiellen Abfall. Bei hohen
Konzentrationen wurde ein sehr kleiner Beitrag eines lang-
samen Prozesses festgestellt, der der Bildung kleinerer Pro-
teinaggregate zugeschrieben werden kann. Die Relaxations-
zeiten wurden anhand der Korrelationsfunktionen geschätzt,
und die Veränderung der Frequenzen bei konstanten Streu-
winkeln ermöglichte die Bestimmung der Diffusionskoeffi-
zienten für die Translation DT(c) bei verschiedenen Kon-
zentrationen. Die Werte für den Diffusionskoeffizienten bei
unendlicher groûer Verdünnung D0

T�DT(c)c!0 , der die
Eigenschaften eines einzelnen Teilchens wiedergibt, wurden
in die entsprechenden hydrodynamischen Radien umgerech-
net (modifizierte Stokes-Einstein-Beziehung). Weder für GA
noch für die CD wurde eine Konzentrationsabhängigkeit des
Diffusionskoeffizienten festgestellt (Abbildung 1).

Abbildung 1. ¾nderung des Translations-Diffusionskoeffizienten DT(c)
als Funktion der Konzentration c von GA (&), CD (*), GA� 1 (^), GA� 2
(~) und GA� 3 (&).

Aus den auf unendlich groûe Verdünnung extrapolierten
Werten ergaben sich hydrodynamische Abmessungen von
78.5 � (längere Halbachse) und 30 � (kürzere Halbachse) für
GA bzw. die CD. Diese Werte stimmen gut mit den früher
ermittelten überein, die mit anderen Methoden gemessen
wurden (141 � und 60 ± 65 � für die längere bzw. kürzere
Halbachse von GA).[5, 6] Bei den Messungen für GA in
Gegenwart von 1 ± 3 nehmen die Diffusionskoeffizienten mit
der Konzentration ab (Abbildung 1).

Innerhalb des experimentellen Fehlerbereichs ergab sich
für die drei Systeme ungefähr die gleiche Konzentrationsab-
hängigkeit. Die zugehörigen Diffusionskoeffizienten nehmen
mit der Proteinkonzentration ab, und aus dem auf unendlich
groûe Verdünnung extrapolierten Wert ergab sich eine
hydrodynamische Gröûe von 62 � (längere Halbachse).
Allerdings wurde bei Verwendung der längeren Verbindung
4 ein Wert von 72.5 � erhalten. Diese Werte liegen zwischen
denen, die für CD oder GA allein gemessen werden; dies war
auch zu erwarten, da der Ligand bewirken sollte, die Gröûe
von GA auf irgendeine Weise zu verringern. Der negative
Wert für die Steigung der Geraden, die bei der Auftragung
von DT gegen c erhalten wird, zeigt, daû es eine starke

Anziehung zwischen den Teilchen gibt, und spiegelt die
thermodynamischen Eigenschaften des Systems wider; der
Wert der Steigung ist dabei im allgemeinen vom pH-Wert
abhängig. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daû die
Bindung der bifunktionellen Liganden eine kompaktere
Konformation von GA stabilisiert. Wenn diese Bewegung
der beiden Domänen auch bei der Bindung des natürlichen
Substrats stattfindet, könnte dies die Prozessivität dieses Exo-
Enzyms bewirken: GA würde über ihre SBD an das Polymer
binden, und die Bewegung der CD würde die Abspaltung
mehrerer Glucoseeinheiten vom nichtreduzierenden Ende
derselben Glucankette ermöglichen, bevor das Enzym wieder
abfällt. Dieses neue Konzept wird gegenwärtig durch Ver-
wendung von Glucoamylasemutanten und Linkern unter-
schiedlicher Länge untersucht.

Experimentelles

Alle Verbindungen waren gemäû Elementaranalysen oder hochaufgelö-
sten Massenspektren sowie 1H- und 13C-NMR-Spektren homogen.

Dynamische Lichtstreuung: Die Probenvorbereitung, die Geräte und die
Datenauswertung sind in Lit. [9] beschrieben; lediglich der Natriumacetat-
Puffer (50 mm, pH 4.2) und die Meûtemperatur von 27 8C, die hier
verwendet wurden, weichen davon ab. Es wurden äquimolare Mengen
von Ligand und Enzym eingesetzt.
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