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Abstract

A literature survey on the structures
and specificities of enzyme inhibitors
isolated from microorganisms is presen-
ted, with special emphasis on protease
inhibitors and inhibitors of adrenaline
metabolism.

In addition a new group of glycoside
hydrolase inhibitors isolated from ac-
tinomyecetes is discussed in detail, with
special reference to detection, produc-
tion, pharmacological effects and struc-
ture of the inhibitors. An integral part
in the chain of a-1,4-linked p-glucopy-
ranose units is a core structure consisting
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of an unsaturated cyclitol unit bound
to 4,6-dideoxy-4-amino-p-glucopyran-
ose.

The low molecular weight homolo-
gues are potent sucrase inhibitors whe-
reas the inhibitors of higher molecular
weight are specific for a-amylase.

Einleitung

Die klassischen Wirkstoffe aus Mikro-
organismen sind die Antibiotika. Bis
heute sind ca. 4500 verschiedene Anti-
biotika beschrieben worden, und Jahr
fiir Jahr kommen z.Z. 250-300 neue
dazu [1]. Der Aufwand, neue Antibio-
tika zu finden, wird vor allem durch die
Differenzierung zu den bereits bekann-
_ ten Antibiotika immer grofler. Trotz-
dem hat man, wie die Arbeiten der letz-
ten Jahre zeigen, auch heute immer noch
die Chance, neue interessante Verbin-
dungsklassen zu isolieren, vor allem,
wenn man bei der Suche neue Wege
geht.

Antibiotika kann man meist durch
einfache Bakterienhemmteste, so wie sie
anfallen, z.B. in Kulturbrithen nach-
weisen. Diese leichte Nachweisbarkeit
ist sicher der Grund dafiir, dafl wir
heute soviel iiber Antibiotika wissen.

Die Antibiotika greifen an sehr vie-
len verschiedenen, aber essentiellen Stel-
len im Stoffwechsel ein. Man kann die
Frage stellen, ob Mikroorganismen auch
andere Wirkstoffe bilden, die an peri-
phereren, nicht essentiellen Stoffwechsel-
bahnen eingreifen. Diese Stoffe kann
man nicht mit Antibiotikahemmtesten
erfassen. Man mufl andere Suchteste an-
wenden, um sie zu finden.

UwMEezAWA [2] hat in der 2. Hilfte der

6Qer Jahre angefangen, spezifische Inhi-
bitoren vor allem von Proteasen und In-
hibitoren von Enzymen der Adrenalin-
Biosynthese zu suchen. Parallel dazu ha-
ben wir versucht, therapeutisch anwend-
bare Inhibitoren von Glycosid-Hydro-
lasen zu finden [3].

Diese Zusammenfassung soll im er-
sten Teil eine Ubersicht iiber das Vor-
kommen und die Art dieser Enzym-In-
hibitoren aus Mikroorganismen geben
und soll im 2. Teil den Stand unserer
Arbeiten iiber Inhibitoren von Glyco-
sid-Hydrolasen, vorwiegend von sol-
chen des Verdauungstraktes von Siuge-
tieren, darstellen.

Proteasen-Inhibitoren

Proteasen-Inhibitoren sind in Tieren
und Pflanzen weit verbreitet [4]. Sie
iibernehmen in vielen Fillen, z. B. bei
der Blutgerinnung, eine wichtige Regu-
lationsfunktion. Alle diese Stoffe stellen
Oligopeptide oder Polypeptide, z.T.
auch Glycoproteide dar. Im Verlauf der
60er Jahre erschienen die ersten Arbei-
ten, die einzelne Proteasen-inhibitori-
sche Wirkungen aus Mikroorganismen
beschrieben, so aus Clostridium botuli-
num [5], aus E. coli [6], aus unbestimm-
ten Gram-negativen Bakterien [7] und
aus Penicillien und Aspergillen [8].

UMEZAWA u. Mitarbeiter gingen bei
ithren systematischen Arbeiten, Protea-
sen-Inhibitoren in Mikroorganismen zu
suchen, davon aus, dafl es fiir Mikro-
organismen niitzlich sein sollte, ihre
Proteasen dann zu hemmen, wenn sie
nicht oder nicht mehr gebraucht werden.
Sie fanden gewissermaflen im ersten An-
lauf in Kulturen vieler Arten von Strep-
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Tabelle

Inhibitoren von proteolytischen Enzymen und ihre Herkunft (H. UmezAwa)

Inhibitoren Streptomyces species

Leupeptine S. roseus, S. roseochromogenes

S. lavendulae, S. albireticuli,

S. thioluteus, S. chartreusis, und weitere 11 Spezies
Chymostatine  S. hygroscopicus, S. lavendulae etc.
Pepstatine S. testaceus, S. argenteolus etc.
Antipain S. mauvecolor, A. violascens, S. michiganensis

S. yokosukanensis

tomyceten die Leupeptine [9], das Anti-
pain [10], die Chymostatine [11] und
die Pepstatine [12, 13].

Die Tab. I zeigt die weite Verbrei-
tung dieser Stoffe nach einer Zusammen-
stellung aus dem Jahre 1974 [14].

Bei allen 4 Stoffen bzw. Stoffgrup-
pen handelt es sich um niedermolekulare

Peptide.

Die Leupeptine bestehen aus 2 Haupt-
komponenten, dem Acetyl- bzw. Pro-
pionyl-L-leucyl-1-leucyl-D, L-arginal
[13] (Abb. 1). |

Das Antipain ist ein (S)-1-Carboxy-
2-phenylithyl-carbamoyl-L-arginyl-L-
valyl-arginal nach [13] (Abb. 2).

CHO

?2 '?‘ I ,NH
R3~CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH~(CH,);-NH-C_
NH,
CH
L CHy _CHy 13
Ry =CHs CH;-CH,- Ry, R,=CH —CHQ—CH\ -CH-CH,-CHj4
“CHy' CHy
—~CHj
Leupeptin Ac-LL: R = CH3-. Ry, Ry = —CHE—CH\
CHj
_~CHj
Leupeptin Pr-LL: Ry = CH;z-CH,-. R;. R, = ~-CH,-CH
"SCH,

Abb. 1. Struktur der Leupeptine (H. UMEZAWA)

HOOC-CH-NH-CO-NH-CH-CO-NH~-CH-CO-NH-CH-CHO
1 ] |

CH, (éHga
NH
CI=NH
NH,
Abb. 2. Antipain

CH (CH,)s
H,C CH, NH
C=NH
NH,
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Die Fihigkeit zur Bildung von Anti-
pain ist unter den Actinomyceten sehr
weit verbreitet. Wir selbst fanden Anti-
pain auch bei Planomonospora paron-
tospora [15].

Chymostatin [16] ist ebenfalls ein Ge-
misch aus Peptiden mit Phenylalaninal
an einem Ende (Abb. 3).

L 9 ® 9

HO-C-CH-NH-C-NH-CH-CO-X-NH-CH-CH

Chymostatin A: X=L-Leu
Chymostatin B.X=L-Val
Chymostatin C:X=L-lle

Abb. 3. Chymostatine

Tabelle 11

Die Struktur der Pepstatine [13] zeigt
Abb. 4. Es handelt sich um Pentapeptide
aus L-Alanin, zwei Molen r-Valin und
zwel Molen einer neuen Aminosiure 4-
Amino-3-hydroxy-6-methylheptansiu-
re.

Die sehr spezifische Wirkung dieser
Inhibitoren zeigt die Tab. IT [14]. Die
Leupetine hemmen vorwiegend Tryp-
sin, Papain, Plasmin und Cathepsin B,
das Antipain Papain, Trypsin und die
Cathepsine A+B, das Chymostatin
vorwiegend Chymotrypsin und Papain
und die Pepstatine Pepsin und Cathep-
sin D.

Zu diesen heute schon als nahezu klas-
sisch geltenden Proteasen-Inhibitoren
kam in den letzten Jahren eine ganze
Reihe weiterer hinzu.

Wirkung von Leupeptin, Pepstatin, Chymostatin und Antipain gegen verschiedene Proteasen

Enzyme ID;y (g/ml)
Substrate Leupeptin  Pepstatin Chymostatin Antipain
Thrombokinase Plasma 15 >250 >250 20
Thrombin TAME? 10,000 >250 >250 >250
Plasmin Fibrinogen 8 >250 >250 93
Trypsin Casein 2 >250 >250 0,26
Papain Casein 0,5 >250 7,5 0,16
Kallikrein® BAEE? 75 >250 >250 >250
a-Chymotrypsin Casein >500 >250 0,15 >250
B, ¥ and 8-Chymotrypsin Casein >500 >250 0,15 >250
Pepsin Casein >500 0,01 >250 >250
Hemoglobin >500 0,0031 >250 >250
Proctase A Casein >250 >250 >250 >250
Proctase B Casein >250 0,0072 26,5 190
Cathepsin A Cb-Glut-Tyr® 1,680  >125 62,5
Cathepsin B BAA4 0,44 >125 2,6
Cathepsin D Hemoglobin 109 0,011 49,0

t a-N-(p-Toluolsulfonyl)-L-argininmethylester HCI
p

? a-N-Benzoyl-L-argininethylester HCI
3 a-N-Carbobenzoxy-L-glutamyl-L-tyrosin
4 a-N-Benzoyl-L-argininamid HC]
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Ein Teil dieser in den letzten Jahren
beschriebenen Stoffe zeigt Ahnlichkeiten
mit den bereits bekannten, so ein dem
Antipain-dhnlicher Inhibitor KF 77-AG
6 [17] und eine Reihe zur Pepstatin-
Gruppe gehorender Stoffe, die alle 4-
Amino-3-hydroxy-6-methylheptansiu-
re enthalten, wie die Pepstatine BU, PR,
AC mit R, = Butyryl-, Propionyl-,
Acetyl-[18], das Hydroxypepstatin mit
Serin anstelle von Alanin [19], die Pep-
sinostreptine mit R, = Propionyl- oder
Isobutyryl-, als freie Sdure und als Me-
thylester [20] und die Procidine, bei de-
nen einer oder beide Valin-Reste durch
Leucin ersetzt sind [21].

Ein anderer Teil zeigt vor allem voll-
stindig neue Spezifititen. Plasmino-
streptin, ein Polypeptid aus 109 Amino-
sauren, stammt von Streptomyces anti-

fibrinolyticus und zeigt eine spezifische
Wirkung gegen Plasmin, Trypsin und
alkalische Proteasen [22].

Weitere Inhibitoren von alkalischen
Proteasen aus Mikroorganismen be-
schreiben MUrAO et al. [23]. Die Struk-
tur eines dieser Stoffe, des Subtilis-Inhi-
bitors, ist vollstindig beschrieben. Es
handelt sich um eine Polypeptid mit
113 Aminosiuren, das in der Amino-
sauresequenz Ahnlichkeit mit dem se-
kretorischen Trypsin-Inhibitor (Kazal-
Inhibitor) aus Rinderpankreas und dem
Plasminostreptin zeigt [24].

Auch aus Hefen wurden verschiedene
Proteasen-Inhibitoren mit Polypeptid-
charakter (MG 9-10000, 23000 und
27000) isoliert, die einzelne in der Hefe-
zelle vorkommende Proteasen A, B und
C selektiv hemmen [25].

G G
CHy CHy CH-CH,4 CH-CH,4
CH-CHz  CH-CH3  CH,OH CHy CH,R,

] |

R-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CH-CH,-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CH-CH,-R,

!, R, R,

. . _ /H _
Pepstatin A iso—valeryl <oH COOH
Pepstatin B n—-caproyl M _coon

~OH

Pepstatin C iso—caproyl (gH ~COOH
Pepstatin D n-heptanoyl (gH -COOH
Pepstatin E iso—heptanoy! (gH -COOH
Pepstatin F anteiso~-heptanoyl <SH -COOH
Pepstatin G n—capryloyl <3H -COOH
Pepstain H  iso-capryloyl <gH ~COOH
Pepstanone A  iso—valeryl =0 -H

Abb. 4. Struktur der Pepstatine
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H
s N_

CH; CHy C Ch,

N7 ' 1

CH, O CH

CH HN (5) CH,
Y 4

CH, CH,4
] ]

' ,0
HOOC—CH—NH—C—NH-CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—C:

(S) (S)

S) (S)

Abb. 5. Struktur des Elastatinal. N-[(S)-1-Carboxy-isopentyl] carbamoyl-a-[2-iminohexahydro-4
(S)-pyrimidyl]-(S)-glycyl-(S)-glutaminol-(S)-alaninal

Das Elastatinal [26] hemmt spezifisch
die Pankreas-Elastase. Die Strukturfor-
mel gibt die Abb. 5 [27] wieder. Das
Elasnin [76) hemmt bevorzugt die Gra-
nulocyten-Elastase.

Das Phosphoramidon ist ein spezifi-
scher Hemmstoff des Thermolysins, ei-
ner Metalloendopeptidase aus Bacillus
thermoproteolyticus [28). Die Struktur
zeigt die Abb. 6.

H
CH; CHj N
N 7 \
CH \
]
OH CH, CH,

O « P-NH-CH-CO-NH-CH-COOH
H,C o

HO
OH oH

Abb. 6. Phosphoramidon

Einen spezifischen Inhibitor fiir Ami-
nopeptidase B aus Rattenleber stellt das
Bestatin dar, das ebenso wie die beiden
letztgenannten Inhibitoren von UMEzA-
wa u. Mitarb. aus Kulturlésungen von
Streptomyceten isoliert wurde [29]. Die
Struktur zeigt die Abb. 7 [30].

NH, H H
Q CHQ—CI} — é—CONH(:?COOH
HoOOH o
éH (CHa)2

Abb. 7. Bestatin

Auch das Amastatin, ein weiterer
Aminopeptidase-Inhibitor, und der
Esterase-Inhibitor Esterastin, ein Mycol-
siurederivat [77], stammen aus UMEZA-
was Arbeitskreis.

Inhibitoren der Adrenalin-
Biosynthese

Die Biosynthese des blutdruckwirksa-
men Adrenalins bzw. des Noradrenalins
lauft iiber verschiedene Zwischenstufen
(Abb. 8).

Die Arbeiten von UMEzZAWA und Mit-
arbeitern konzentrierten sich anfangs
darauf, Inhibitoren fiir die Enzyme (0
Tyrosin-hydroxylase und ) Dopamin-
B-hydroxylase und spiter auch fiir das
Enzym Catechol-O-methyl-transferase
zu finden. Sie fanden eine Menge
wirksamer Stoffe in Pilzen, Bakterien
und Actinomyceten. Leider war ein Teil
der gefundenen Stoffe, besonders die
chinoiden Farbstoffe aus den Actinomy-
ceten, zu wenig spezifisch.

Das Oudenon [2] aus einem Basidio-
myceten hemmt die Tyrosinhydroxy-
lase (. Die Struktur zeigt Abb. 9.

Einige Stoffe hemmen die Dopamin-
B-hydroxylase 2), so die Fusarinsdure
aus Fusarium oxysporum, ein schon frii-
her als schwach antibiotisch wirkend be-
schriebener Stoff, der auflerdem die Phe-
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COOH COOH CHj

L} ] )
H2N—C—H HQN—C—H HoN= CH,  HoN-CH, HN-CH,
CH2 HO-C-H  HO-C-H

09049 %0 %0

Tyrosin Dopa Dopamin Noradrenalin

Abb. 8. Biosyntheseweg des Adrenalins

Abb. 9. Oudenon
noloxidase der Pflanzen hemmt. Die

Fusarinsaure ist eine 5-Alkyl-picolin-

saure (s. Abb. 10) [2].

RN
O

Abb. 10. Fusarinsiure

COOH

Von den 5-Alkyl-picolinsiure-Deri-
vaten sind die synthetisch hergestellten
Butyl- bzw. Pentyl-Derivate am stark-
sten wirksam gegen die Dopamin-S-hy-
droxylase.

Aus einem Paecilomyces-Stamm wur-
de ein weiteres Derivat dieser Reihe
isoliert, das die Dopamin-g-hydroxy-
lase etwa doppelt so stark hemmt wie
die Fusarinsdure, die Pheno-picolinsdure
[31]. Die Struktur zeigt die Abb. 11.

H 'ﬁ H
H C~FayH
5
H g2
HO HH "N COOH
H

Abb. 11. Phenopicolinsiure

Adrenalin
CHj3 ,CHj3
_C=CH~C-NH- ~CHz~CH-CH
cH g Now CHs
t
N=0

Abb. 12. Dopastin

Aus einem Pseudomonaden konnte
Dopastin isoliert werden [2] (Abb. 12).
Das Oosponol aus einem Basidiomyce-
ten [2] (Abb. 13) ist ebenso wirksam
gegen Dopamin-g-hydroxylase wie das
Dopastin.

OH O
(¢}
d
Cco

)
CH,OH
Abb. 13. Oosponol

Von diesen Inhibitoren haben das
Oudenon, die Fusarinsiaure und das Do-
pastin eine geringe Siugertoxizitit, wih-
rend andere, wie z. B. das Aquayamy-
cin, ein Dopadecarboxylase-Hemmer, in
bezug auf die Toxizitit ungiinstiger lie-
gen.

Auch das Enzym Catechol-O-me-
thyltransferase wird von einer Reihe
von mikrobiellen Inhibitoren gehemmt.
Das Methylspinazarin (2,3,5,8-Tetra-
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hydroxy-6-methyl-1,4-naphthochinon)
und das Dihydromethylspinazarin stam-
men aus Streptomyceten [32] (Abb. 14)
und das 7-O-Methylspinochrom B (2,3,
5-Trihydroxy-7-methoxy-1,4-naphtho-
chinon)und seine Derivate aus Fungi
imperfecti [33].

OH © OH O
H
H OH N OH
CHj
CHj OH » OH
OH © OH O

Abb. 14. Methylspinazarin, Dihydromethyl-

spinazarin

Aus Kulturfiltraten eines Basidiomy-
ceten Inonotus spec. wurden Kaffee-
sdure, d. h. die 3,4-Dihydroxyzimtsiu-
re, und deren (+)- und (-)-Dehydrodi-
lactone isoliert [34]. Beide Substanzen
hemmen sowohl die Catechol-O-methyl-
transferase wie auch die Dopamin-g-

hydroxylase (Abb. 15).

Ho"7 \c/e\
HO /C\GOH

Abb. 15. Dehydrodilacton der Kaffeesiure

Auch eine Reihe von Isoflavon-Deri-
vaten wurde aus Streptomyceten- und
Aspergillen-Kulturbrithen isoliert, wo-
bei allerdings nicht klar ist, ob es sich
um de novo-Synthesen handelt oder um
Umwandlungsprodukte aus pflanzlichen
Nihrbodenbestandteilen wie Sojamehl
u. 2. Die isolierten Isoflavon-Derivate
waren z. T. bekannt, z. T. neu. Nur ei-
nes dieser Derivate aus Streptomyces

roseolus [35] gibt eine spezifische Hem-
mung der Catechol-O-methyltransferase
(Abb. 16), leider keine blutdrucksenken-
de Wirkung bei Ratten.

OH
H,CO o OH
Lo
H,CO
o}

Abb. 16. Isoflavon aus Streptomyces roseolus

Andere dieser Isoflavonderivate sind
weniger spezifisch und hemmen sowohl
die Catechol-O-methyltransferase, die
Dopadecarboxylase und auch die Hi-
stidindecarboxylase [36, 37]. Einzelne
dieser Substanzen zeigen hypotensive
Effekte an hypertensiven Ratten.

Weitere Hydrolasen-Inhibitoren

Umezawa [2] fand in Kulturldsungen
von Streptomyceten eine Hemmung
von viraler Neuraminidase. Es wurde
ein Inhibitor isoliert, der sich als anioni-
sches Detergens mit breiter und unspezi-
fischer Hemmwirkung herausstellte, das
Panosialin (Abb. 17).

KOJSO R= —(CH2)|2_CH (CH3)2
R —-(CH2)14—CH3

—(CH3)y3—CH (CHj)

KOSSO i 213 32

Abb. 17. Kaliumpanosialin

In den letzten Jahren wurde sehr in-
tensiv nach Inhibitoren von bakteriel-
len p-Lactamasen gesucht [38]. Diese
Inhibitoren sollen verhindern, daf Peni-
cilline durch resistente Bakterien, die 8-
Lactamase produzieren, zerstdrt wer-
den. Besonders die Clavulansiure [39]
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CH,0H
H H
i O
H———‘l/ ]// N H
o/—N e
H CO.H

Abb. 18. Clavulansiure

(Abb. 18) steht derzeit im Vordergrund
des Interesses.

UMEzAwWA und Mitarbeiter konnten
zeigen, dafl einzelne Enzym-Inhibitoren
aus Mikroorganismen auch das Tumor-
wachstum, wahrscheinlich durch immun-
stimulierende Wirkung, beeinflussen
konnen. Einzelne dieser Inhibitoren
konnen sich an die Oberfliche von tieri-
schen Zellen anlagern. Neuere Inhibi-
toren, die in dieser Richtung genannt
worden sind, sind das Formycin, ein
Adenosin-deaminase-Inhibitor, und For-
phenicin, ein 4-Formyl-3-hydroxy-phe-
nylglycin und Inhibitor der alkalischen
Phosphatase [40], sowie verschiedene
Proteasen-Inhibitoren.

Viele Streptomyceten bilden Inhibi-
toren, die Glyoxalase I aus Rattenleber,
aber nicht aus Hefe hemmen. Ein Stamm
wurde gefunden, der die Glyoxalase I
aus beiden Organismen hemmt. Die
Struktur dieses Inhibitors 2-Crotonyl-
oxymethyl-4,5,6 - trihydroxy - cyclohe-
xen-(2)-on zeigt die Abb. 19. Dieser In-
hibitor hemmt das Wachstum von Hela-
Zellen und Ehrlich Ascites Carcinom
[41].

H
o . CHs
u/C=C\
CH,0-C H
ON
Ho Y “ow
OH

Abb. 19. Glyoxalase 1 Inhibitor

Dafl man aus Mikroorganismen auch
bereits bekannte Substanzen isolieren
kann, zeigt die Suche von UMEzAwA
nach Monoamino-oxidase-Inhibitoren.
Es wurden je 500 Actinomyceten- und
Basidiomyceten-Kulturen auf Hem-
mung von Serotonin- bzw. Benzylamin-
Oxidation mit Monoamino-oxidase un-
tersucht. Alle 4 gefundenen Wirksub-
stanzen waren bereits bekannt [42].

Ebenso bekannt war das Reticulol,
ein 6,8-Dihydroxy-7-methoxy-3-me-
thylisocumarin, das von mehreren Ar-
beitskreisen' aus Streptomyceten-Kul-
turfiltraten isoliert wurde, dessen inhi-
bitorische Wirkung auf c-AMP-Phos-
phodiesterase aber erst gefunden wurde,
nachdem es erneut nach einem Screening
auf Stimme, deren Kulturfiltrate c-
AMP-Phosphodiesterasen hemmen, iso-
liert wurde [43].

Glycosid-Hydrolasen-Inhibitoren

Problemstellung
Wir gingen bei unseren Versuchen

nach Vorstellungen von Puts u. a. von

rein theoretischen Uberlegungen aus

[44]. Die Kohlenhydrate unserer Nah-

rung bestehen iiberwiegend aus Stirke

und Saccharose. Thr Verzehr bewirkt

u. a.:

— bei Diabetikern eine besonders ausge-
pragte postprandiale Hyperglykimie,

— bei Adipdsen eine iiberschieflende Se-
kretion von Insulin, das die Speiche-
rung von Neutralfett im Fettgewebe
fordert,

— bei Patienten mit Hyperlipoprotein-
dmie eine Steigerung der Synthese von
triglycerid-reichen Lipoproteinen
(Abb. 20).
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Kohlenhydrate der Nahrung

Starke Saccharose

!

Intestinale a—Glucosidasen

Amylase Saccharase

Glucoamylase
Isomaltase
Maltase

Glucose +
Fruktose

Glucose

!

!

Hyperglykédmie
Hyperinsulindmie

Diabetes:
Adipositas:
Hyperlipopro -
teinamie Typ IV: Hypertriglyceriddmie

Abb. 20. Kohlenhydrate der Nahrung

Die unerwiinschten Folgen des Koh-
lenhydratverzehrs kann man abschwi-
chen bzw. vermeiden:

1. durch eine Beschrankung der Kohlen-
hydratmenge,

2. durch eine Verteilung der Kohlen-
hydratzufuhr in moglichst kleine Por-
tionen,

3. durch eine Verzdgerung/Verminde-
rung der Kohlenhydratabsorption,
4. durch eine Verzogerung des Abbaus
der Nahrungskohlenhydrate mit Hil-
fe von Glycosid-Hydrolasen-Inhibi-

toren.

Erste Versuche mit pflanzlichen
Amylase-Inhibitoren

Aufler einigen unspezifischen z.T.
tanninartigen pflanzlichen Amylase-In-
hibitoren wurden auch spezifische «-
Amylase-Inhibitoren beschrieben, die in
Kolokasienknollen [45], Bohnen [46]
und Getreide [47] vorkommen und Pro-

teincharakter besitzen. Wir isolierten
aus Weizensamen ein vor allem gegen
a-Amylase aus Schweinepankreas wirk-
sames Inhibitorpriparat [48].

Mit diesem Inhibitor konnten Puts
und Keupr [49] zeigen, daf} die Verweil-
dauer der Stirke im Magen und Diinn-
darm von Ratten bei gleichzeitiger ora-
ler Inhibitor-Applikation signifikant
verlangert wird. Auflerdem konnte so-
wohl bei Ratten als auch an gesunden
Probanden eine signifikante Senkung
der postprandialen Hyperglykimie und
Hyperinsulinimie nach gleichzeitiger
oraler Gabe von Stirke und Inhibitor
nachgewiesen werden.

Fiir eine therapeutische Anwendung
war dieser Weizen-Inhibitor aufgrund
seiner Proteinnatur nicht geeignet, da er
von den Proteasen des Verdauungstrak-
tes zu schnell inaktiviert wurde. Die Su-
che nach proteolytisch nicht abbaubaren
Inhibitoren wurde deshalb durch ein
Screening mikrobieller Kulturfiltrate
begonnen.

Vorkommen von Glycosid-Hydrolasen-
Inbibitoren in Mikroorganismen

Wir fanden in praktisch allen Gat-
tungen der Ordnung Actinomycetales,
von denen eine gewisse Anzahl von
Stimmen zur Verfiigung stand, auffal-
lend hiufig deutliche Hemmwirkung
gegen Glycosid-Hydrolasen, vor allem
gegen Glycosid-Hydrolasen des Siuge-
tierverdauungstraktes, vor allem auch
bei Stimmen der Familie Actinoplana-
ceae!, die bis dahin noch relativ wenig
auf Sekundirstoffbildung untersucht
worden waren.

1 Die Actinoplanaceae wurden von A. HEN-
sseN und D. ScHAFER, Fachbereich Biologie, Bo-
tanik, Universitit Marburg, isoliert.
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Tabelle 111

Vorkommen von Amylase- und Saccharase-Inhibitionen bei Stimmen verschiedener Gattungen

Gattung Anzahl der
getesteten gegen Schweinepankreas- gegen Schweinediinndarm-
Stimme Amylase wirksame Stimme Saccharase wirksame Stimme
Streptomyces 85 3 2
Actinoplanes 220 43 24
Streptosporangium 161 18 24

Die Tab. III zeigt einen kleinen Aus-
schnitt aus diesen Versuchen. Sie gibt
Hiufigkeit der gegen Schweine-Pan-
kreas-Amylase und Schweine-Diinn-
darm-Saccharase wirksamen Stimme bei
einzelnen Gattungen wiedet, so wie wir
sie nach unserem ersten Screening-
Durchgang gefunden haben (Beschrei-
bung der Teste [3]).

Manche Stamme waren nur gegen ein
Enzym wirksam, manche gegen mehrere
Enzyme. Wir reicherten bei einer gro-
en Anzahl von Stimmen die Wirk-
stoffe gegen a-Amylase aus Schweine-
pankreas an. Bei diesen Anreicherungen
konnten wir 2 Gruppen von Wirkstof-
fen unterscheiden.

1. Die eine Gruppe ist hitzelabil und
nicht oder kaum dialysierbar. Diese
Inhibitoren sind durch Trypsin, Harn-
stoff oder f-Mercaptodthanol inakti-
vierbar.

Die besten dieser Anreicherungen

zeigten Hemmaktivititen von 80

AIE/ml2 [3]. Tierversuche mit einzel-

nen Anreicherungspraparaten zeigten

Effekte wie der oben genannte Wei-

zenamylaseinhibitor.

Bei diesen Stoffen handelt es sich um

Inhibitoren mit Peptidcharakter.

2. Besonders interessant erschien uns
eine 2. Gruppe von Inhibitoren, die

bei neutralem pH hitzestabil, saure-
stabil (pH 2), alkalistabil (pH 12)
und langsam dialysierbar sind. Diese
Inhibitoren werden durch Trypsin
und Pepsin, Harnstoff und Mercapto-
athanol nicht inaktiviert.
Einzelne Stimme, die gleichzeitig
Hemmwirkung gegen Saugetier-Amy-
lase, -Maltase und -Saccharase zeigten
und deren Inhibitoren Oligosaccha-
ridcharakter haben, wurden von uns
bevorzugt bearbeitet, insbesondere
die Actinoplanes-Stamme SE 50, SE
82 und SB 18.
Alle drei Stimme sind aufgrund ihrer
Sporophorstruktur und der Beweg-
lichkeit der Sporen eindeutig der Gat-
tung Actinoplanes zuzuordnen.
Das Vorkommen von a-Amylase-In-
hibitoren wird in den letzten Jahren

durch verschiedene Publikationen be-

stitigt. Einzelne der in der Literatur |

beschriebenen Inhibitoren gehdren of-
fensichtlich mehr zur Gruppe 1, andere
mehr zur Gruppe 2. Eine Ubersicht gibt
Tab. IV.

Neben diesen vorwiegend gegen o-
Glycosidasen wirksamen Stoffen kom-
men in Mikroorganismen auch Stoffe
vor, die vorwiegend gegen B-Glycosi-
dasen wirken, wie das Nojirimycin, das
als schwach wirksames Antibiotikum
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Tabelle 1V

a-Amylase-Inhibitoren aus Mikroorganismen

Autoren Organismus Struktur bzw. Hydrolyseprodukte

FrROMMER, W. Actinomyceten Oligosaccharide und Proteine
Puts, W. verschiedener Gattungen

ScHAFER, D.

ScumipT, D.

[3] (1970)

UEeDpA, S. Streptomyces Glutaminsiure, Asparaginsiure
Kosa, Y. flavochromogenes

[50] (1971) Serin, Alanin
Goro, H.

Inukar, T. Streptomyces Asparaginsiure
AmMANO, M. fradiae Asparagin

[51] (1973) u.a. Aminosiuren
Murao, S. Streptomyces diastaticus  Glucose (ca. 1% N)
[52] (1974) v. amylostaticus

UEepa, K. Streptomyces spec. Glucose

Gocnyo, S.

[53] (1974)

BEeLLoc, A. Streptomyces calidus Lysin

FLORENT, J. Glucose

LuUNEL, ]J.

Mancy, D.

Purra, J. C.

[54] (1976)

Koea, Y. Streptomyces Aminosiuren
NA]IMA, M. Glucose

UEepa, S.

[55] (1976)

OkepiNG, V. Streptomyces Aminosiuren
Prarr, W.

VERTESY, L.

WeiDEMULLER, H.-L.

[74] (1977)

entdeckt wurde [56] und dessen enzym- Das 1-Desoxynojirimycin wird neben
inhibitorische Wirkung spiter beschrie- anderen Glucosid-Hydrolasen-Inhibito-
ben wurde [57, 58] (Abb. 21). ren auch von Stimmen der Gattung Ba-

cillus gebildet [75].
Pyridindolol, ein spezifischer Inhibi-

CH,OH tor von neutraler f-Galaktosidase aus
HO NH Rinderleber, wurde von UMEZAWA et al.
T [59, 60] 1975 beschrieben (Abb. 22).

HO OH Ein etwas breiter wirkender -Galak-
Abb. 21. Nojirimycin tosidase-Inhibitor, der sowohl saure wie
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T Ny CH,0H
N #Z#N  -HCI
H  CHOH
]
CH,OH
Abb. 22. Pyridindolol

auch neutrale f-Galaktosidase aus Rin-
derleber hemmt, wurde als Isoflavon-
Rhamnosid identifiziert [61].

Weitere Inhibitoren, die Sialidase
(N-Acetyl-neuraminat-glycohydrolase)
hemmen, die Siastatine A u. B, wurden
ebenfalls aus Kulturfiltraten von Strep-
tomyceten isoliert [62].

Herstellung von Amylase-Inhibitoren

In ersten Kulturversuchen mit den
oben aufgefiihrten Actinoplanes-Stam-
men fanden wir, dafl sich die Inhibition
von Amylase, Maltase und Saccharase
nicht gleichmifig mit den Kulturbedin-
gungen verandert. Wir schlossen daraus,
daf die Stimme Wirkstoffgemische pro-
duzieren. Da Stirke bei den iiblichen
mitteleuropdischen Effgewohnheiten der
Hauptanteil der Kohlenhydratzufuhr
ist, begannen wir, die Fermentations-
bedingungen im Hinblick auf optimale
Amylase-Inhibitor-Produktion zu vari-
leren.

Es zeigte sich bei den zuvor genann-
ten drei Stimmen, daf} die Art der Koh-
lenstofferndhrung einen entscheidenden
Einfluff auf die Produktion der Amylase-
Inhibitor-Aktivitit hat. Mit Mono- und
Disacchariden als alleiniger C-Quelle er-
hielten wir nur maflige Titer an Amy-
lase-Inhibition. Gibt man Stirke zu einer
Nihrldsung zu, so steigt die Ausbeute
betrichtlich [63, 64], in gewissen Gren-
zen proportional mit dem Stirkezusatz.

Bei 5,5-6%0 Stirkezusatz wird ein

- Optimum erreicht, bei dem man mit

dem besonders aktiven Stamm SE 50/13
je Liter Kulturbrithe 10-13 g an Pro-
dukt BAY e 4609 (s. u.) erhilt.

Die iibrigen Bestandteile der Nihr-

16sung kdnnen ohne Beeintrichtigung
der Ausbeute in erheblichen Grenzen
variiert werden.
Ausgehend von diesen Fermentationen
entwickelten wir ein einfaches Herstel-
lungsverfahren fiir ein etwa 20%siges
a-Amylase-Inhibitor-Standardpriparat,
das fiir tierexperimentelle Zwecke und,
wie sich herausstellte, aufgrund seiner
toxikologischen Unbedenklichkeit auch
fir Probandenstudien geeignet ist.

Dieses Praparat, BAY e 4609, be-
steht neben Dextrinen aus der Nihrls-
sung aus einem Gemisch von a-Amylase-
Inhibitoren. Es hat eine spezifische Amy-
lase-Inhibitor-Aktivitit von 3 X 108
AIE/g? nach FIP [65] und wirkt sowohl
gegen Siugetier-Pankreas- und Spei-
chel-a-Amylasen als auch gegen pilzliche
Gluco-Amylasen.

Hemmbkurven fiir einzelne Amylasen
zeigt die Abb. 23.

Bei der Analyse der Oligomerenver-
teilung [64] erreichten wir durch Gel-
chromatographie an Bio-Gel P-6, 200-
400 mesh (Sdule 28 X 2000 mm, 100 mg
BAY e 4609, H,0O, 65° C) eine Auf-

trennung in 2 hemmaktive Anteile un- -

terschiedlicher Molekulargewichtsvertei-
lung. Das Eluat wurde refraktometrisch,
konduktometrisch, durch Anthrontest
und durch a-Amylase-Hemmung ge-
priift (Abb. 24).

Auffallend ist die diskontinuierliche
Verteilung. Ein hohermolekulares akti-
ves Gemisch (MG um 6000) erscheint

2 AIE = Amylase-Inhibitor-Einheit [3].
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% Rest- o «-Amylase, Speichel (human) / 581-10-3 AE =100%
aktivitat
A u-Amylase, Pankreas (human) / 561-10-4 AE = 100%

100 o u-Amylase, Pankreas (Schwein)/ 625-10-3 AE = 100%

ap
[

254

1 I T T T T
0.01875 0.0565 0225 03 g «-Amylase-
00375 0075 on2s 01875 0.2625 Inhibitor

Abb. 23. a-Amylase-Hemmung durch a-Amylase-Inhibitor BAYe 4609.
10 Minuten Vorinkubation bei 35° und pH 6,9.
AE = Amylaseeinheiten nach [3].

E62O AlE/ul
T A}

1,5 1

64 dpm héhermolekularer Anteil

4 (Molgew.: 6000—8000)
1,0 -2 000
nieder molekularer Anteil

4 (Molgew.: 1200-1500)
0.5J - 1000

24 Dextran Maltose

~
1 I L T /
50 100 150 200 ml

Abb. 24. Gelchromatographie des a-Amylase-Inhibitors BAYe 4609 an Bio-Gel P-6.
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unmittelbar nach dem void volume.
Rechromatographie des niedermoleku-
laren peaks an Bio-Gel P-2 zeigt, dafl
das scharfe Maximum beim Elutionsvo-
lumen einer Maltononaose liegt, also ein
Molekulargewicht um 1500 haben
diirfte.

Durch Rechromatographie an Dowex
50 W gelang es, eine von inerten Koh-
lenhydraten weitgehend freie Pripara-
tion des niedermolekularen Anteils zu
erhalten mit einer spezifischen Aktivitit
von 15X 108 ATE/g (nach FIP).

Herstellung von Inbibitoren der intesti-
nalen Disaccharidasen

Die Kulturlgsungen der Stimme SE
50, SE 82 und SB 18 hemmen nicht nur
a-Amylasen sondern auch intestinale
Maltasen, Glucoamylase und Sacchara-
sen. Die Tatsache, daf} das Verhiltnis
AIE zu SIE?® je nach Kulturldsung
schwankte, gab zu der Vermutung An-
laf}, dafl in diesen Kulturbriihen je nach
Kulturbedingung andere Inhibitorge-
mische gebildet werden.

3 SIE = Saccharase-Inhibitor-Einheit [3].

Tabelle V

Wir haben nun versucht, durch Varia-
tion der Kulturbedingungen und durch
Stammselektion Bedingungen zu erar-
beiten, unter denen wir moglichst selek-
tiv Saccharase-inhibitorische Aktivita-
ten erhalten.

Die Tab. V soll einen Eindruck ge-
ben, wie unterschiedliche Stimme rea-
gieren konnen. Die Stimme SE 50/13
und SE 50/110 sind durch einfache Aus-
lese ohne Mutagenbehandlung aus dem
Wildstamm SE 50 entstanden [63, 64].

Maltose erwies sich als besonders giin-
stige Kohlenstoffquelle zur Erzeugung
von hohen SIE-Titern, aber auch zu-
sammen mit Glucose zur Gewinnung
eines giinstigen SIE/AIE-Verhiltnisses
(Tab. VI).

Strukturaufklirung der a-Glucosidasen-
Inhibitoren

Wir konnten zeigen, daf} die aus den
Stimmen SE 50, SE 82 und SB 18 ge-
wonnenen Amylase- und Saccharase-
inhibitoren strukturell verwandt sind
und aus einem stickstofthaltigen core so-
wie einer unterschiedlichen Anzahl von
D-Glucoseeinheiten aufgebaut sind. So

Saccharase- und Amylase-Inhibitor-Titer bei verschiedenen Stimmen

AIE/ml nach 3 Tagen

SIE/ml nach 3 Tagen

Nihrlésung Y 1

Stamm SE 50 37000
Stamm SE 50/13 109000
Stamm SE 50/110 53000

Nihrldsung S 1

Stamm SE 50 580
Stamm SE 50/13 1500
Stamm SE 50/110 760

25
15
58
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Tabelle VI

Kohlenstoff-Erndhrung und Inhibitorproduktion (Stamm SE 50)

Kohlenstoffquelle

Titer nach 4 Tagen

SIE/L AIE/ml SIE
AIE X 10

Glycerin 3% 160 100 1,6
Galactose 3% 1100 100 11
Maltose 3%/ 5500 1000 5,5
Zellobiose 3%/o 1300 220 6
Glycerin 1% + Glucose 2% 2700 120 22
Galactose 1% + Glucose 2% 2700 120 22
Maltose 1% + Glucose 2% 6600 200 33
Zellobiose 1°%0 + Glucose 2% 2200 105 21

fuhrt beispielsweise die milde Hydro-
lyse des Amylase-Inhibitorpriparates
BAY e 4609 mit 0,5 N HCI unter Ab-
spaltung von p-Glucoseeinheiten zu N-
haltigen Partialhydrolyseprodukten mit

starker Saccharase-inhibitorischer Akti-
vitat (Abb. 25) [67].

Die strukturanalytischen Untersu-
chungen wurden vor allem an dem fer-
mentativ hergestellten Saccharaseinhibi-

g = =~ Saccharase-Hemmung

100% < -Amylase-Hemmung:
Hemmaklivitat der Probe vor der Hydrolyse

100% Saccharase-Hemmung:

maximale wahrend der Hydrolyse
beobachtete Hemmaktivitat

u-Amylase-Hemmung

(%) 100}
V4
/
80 l'
1
]
60 'l
I
|
40 :
|
|
20 1
|
]
0~ 1 T T
0 20 40

T T T 1
60 80 100 min

Abb. 25. Hydrolyse des a-Amylase-Inhibitors BAYe 4609 mit 0,5 N HCI bei 100° C.
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tor BAY g 5421 durchgefiihrt. Fiir diese
Verbindung konnte die in Abb. 26 fiir
Komponente 3 angegebene Struktur er-
mittelt werden. Der Strukturbeweis
stiitzt sich vor allem auf folgende Ab-
baureaktionen {66, 68].

Die Hydrogenolyse mit Pt/H, spaltet
das Molekiil in das literaturbekannte
Validatol [69] und ein stickstoffhaltiges
Trisaccharid. Letzteres wird mit Acet-
anhydrid/Schwefelsiure weiter zu dem
bekannten Aminozuckerderivat 1,2,3-
Tri-O-acetyl-4-acetamido-4,6-didesoxy-
a-p-glucopyranose [70] und 2 Molekii-
len D-Glucosepentaacetat abgebaut.
Durch Hydrolyse mit starken Mineral-
sauren lassen sich aus BAY g 5421 suk-
zessiv beide Glucoseeinheiten entfernen.
Das verbleibende stickstoffhaltige core

CH,OH
HO

HO

(Cyclitoleinheit + Aminozucker)
unter den Reaktionsbedingungen aber
nicht stabil und kondensiert zu einer
tricyclischen Verbindung (Abb. 27), de-
ren Struktur durch Abbaureaktionen
und spektroskopische Untersuchungen
bewiesen wurde.

In unseren Inhibitoren ist die Cycli-
toleinheit jedoch nicht immer endstindig
angeordnet. Fiir einige glucosereichere
Inhibitoren konnte namlich gezeigt wer-
den, daf} sich das n-haltige core inmitten
einer Kette a-1-4-verkniipfter p-Glu-
coseeinheiten befindet. Somit lafc sich
die Struktur unserer Inhibitoren allge-
mein durch die in Abb. 28 wiedergege-
bene Formel beschreiben.

Die niederen Glieder dieser homolo-
gen Reihe zeichnen sich vor allem durch

cH3 _PH, )“( H,N § CH
HO

Validatol hﬁ‘
O CHon S. Horii et al. O CH,0H
Komponente 3 HO J. Antibiotics XXIV, 59 (1971) HO (0]
HO Ac,O/HOAC HO
O~ CH,OH O—{ CH, OH
5% H, SO, 2
HO o HO
HO HO
OH OH
H
I
AcN ~{ CH, AcO—{ CH,0Ac
0 + 0
AcO AcO
AcO AcO
OAc OAc
C. L. Stevens et al.

J. Org. Chem. 31, 2822 (1966)

Abb. 26. Abbaureaktionen Komponente 3.
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CH,OH
HO
HO
OH CHy
Komponente 3 HN o
° OH CH,OH
(0] (o)
HO OHY |CH,OH
°)§C&r
CH,OH
(4 HO
HO Hy O OHYOH
HO
OH CH,4
K HN
omponente 2
” HO OH CH,OH
(o] 2_0
HO
OH! oy
+ | CH,OH
CH,OH o HO o
HO H;0 HO
OHI OH
HO
CH.
OH HN 30
HO
OH! oH
+ CH,OH
HO 0
l OHI OH
G
H-C-OH
OH
Komponente 1

OH
Abb. 27. Hydrolyse von Komponente 3.

die Hemmung der intestinalen Disac-
charidasen, die hoheren Glieder durch
die Hemmung der a-Amylase aus.

Direkte fermentative Herstellung der
niederen Oligomeren

Schon bei der Herstellung der Amy-
lase-Inhibitoren war aufgefallen, daf}
die Art des gebildeten Inhibitors stark
von der Kohlenhydraternihrung wih-

HOH,C N + H0
OH
HO

rend der Fermentation abhingt. Dane-
ben konnten wir eine Stammlinie ent-
wickeln, die bevorzugt die niederen
Homologen bildet. Maltose wurde als
besonders giinstige Kohlenstoffquelle fiir
die Herstellung von niederen Homolo-
gen erkannt. Die Ausnutzung dieser Be-
obachtungen fiihrte im Verlauf der wei-
teren Arbeiten zu mehreren Verfahren,
nach denen wir heute selektiv einzelne
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-

CH,OH
H-o 0

HO
OH

OH
HN

HO

CHy o
oyt
CH,OH
0o 0
HO
OH J OH
L n

Abb. 28. Allgemeine Strukturformel der a-Glucosidase-Inhibitoren.

Komponenten oder bestimmte Kompo-
nentengruppen herstellen konnen [63,
64]. Damit hatten wir auch die Mog-
lichkeit in der Hand, groflere Mengen
an einzelnen Gliedern der homologen
Rethe fiir tierexperimentelle Priifungen
zu erhalten.

a) Selektive Herstellung von Kompo-
nente 2 (Abb. 28, m=o0, n=1)

Die Komponente 2 tritt dann vorwie-
gend auf, wenn wir nur mit Glucose als
C-Quelle arbeiten. Durch Einstellung
eines optimalen C:N-Verhiltnisses un-
ter Variation von Glucose und Stick-
stoffquellen in der Nihrlosung konn-
ten wir die Bildung der héheren Kom-
ponenten weitgehend unterdriicken.

Wir erhielten mit dem Stamm SE 50/
110 Kulturfiltrate mit etwa 400 mg
Komponente 2 je Liter.

b) Selektive Herstellung von Kompo-
nente 3 (Abb. 28, m=o,n=2)

Mit Maltose als Kohlenstoffquelle
wird vorwiegend Komponente 3 gebil-
det. In einer Nizhrlosung mit 7,5%
Maltzin  (Malzextrakt-Trockenpulver
der Firma Diamalt AG), einer passen-
den Stickstoffquelle und Puffersubstan-
zen erhilt man mit dem Stamm SE 50/
110 70000-80000 SIE/Ltr. Dies ent-
spricht bei einer spezifischen Aktivitit
von Komponente 3 von 77 SIE/mg et-
wa 1 g/Ltr. In dieser Aktivitit sind
{iber 8090 an Komponente 3 enthalten.
Die Restaktivitit entfillt auf die Kom-
ponenten 4, 5 und Komponente 2.

c) Selektive Herstellung von hoher
molekularen Komponenten

Bei Zusatz von kleinen Mengen von
Stirke zu glucosehaltigen Nihrlosun-
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Abb. 29. Wirkung des Glucosidase-Inhibitors BAY g 5421 auf die Korpergewichtszunahme, den
Serumtrigylceridspiegel (TG), den Serumcholesterinspiegel (Chol) und die freien Fettsiuren
(FFA) im Blut von genetisch fettsiichtigen und hyperlipimischen Ratten (W. Purs, U. KEeup,
H. P. Krausg, G. THomas, F. HOFFMEISTER 1977).

Kontrolle
Bay g 5421, 20 mg/100 g Futter

o-0
0-0

Anfangsgewicht = 245-290 g

gen werden bevorzugt die mittleren
Glieder der homologen Reihe gebildet.
Andert man das Glucose:Stirke-Ver-
hiltnis, so kann man den Anteil der ein-
zelnen Komponenten stark variieren.
Auflerdem dndert sich das Komponen-
tenverhiltnis im Laufe der Fermenta-
tion.

Man erhilt je nach dem Konzentra-
tionsverhaltnis Glucose:Stirke Fermen-
tationen, die im jungen Zustand vor-

Bay g 5421, 40 mg/100 g Futter
Bay g 5421, 80 mg/100 g Futter

| g
|
| B2
Il

wiegend Komponenten 4 und 5 mit et-
was Komponente 6, bei weiter verrin-
gerter Glucose nur Komponente 5 und 6
und etwas hdhermolekularen Anteil
enthalten.

Pharmakologische Untersuchungen
Uber die ersten pharmakologischen

Untersuchungen mit diesen Substanzen

berichten Puvs et al. [71, 72, 73].
Sowohl Ratten wie auch gesunde Pro-
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banden reagieren bei einer Zufiihrung
des Amylase-Inhibitors BAY e 4609 zu-
sammen mit starkehaltiger Nahrung mit
einer deutlichen dosisabhingigen Ver-
minderung des Blutglucose- und Serum-
insulinanstiegs, Eine entsprechende Wir-
kung zeigt die Zufithrung des Sacchara-
se-Inhibitors BAY g 5421 zusammen
mit Saccharose und iiberraschenderweise
auch bei Zufiihrung zusammen mit Stir-
ke, obwohl BAY g 5421 den Stirkeab-
bau durch Amylase in vitro nur schwach
hemmt.

Den Einfluff von BAY g 5421 auf die
Korpergewichtszunahme, die Serumtri-
glyceride, das Serumcholesterin und die
freien Fettsduren bei genetisch adipdsen
Ratten zeigt die Abb. 29 [73].

Mit diesen und dhnlichen Versuchen
konnte gezeigt werden, dafl sich mit der
Verzdgerung des Kohlenhydratabbaus
durch Glycosid-Hydrolasen-Inhibitoren
unerwiinschte Folgen des Kohlenhydrat-
verzehrs vermindern lassen.

Diese Ausfithrungen sollen eine Uber-
sicht iiber die erst in den letzten Jahren
aufgefundenen Enzym-Inhibitoren aus
Mikroorganismen geben.

Diese Ubersicht soll zeigen, daf} die
Mikroorganismen in der Lage sind, weit
mehr als nur Antibiotika zu bilden,
vielmehr daff die Mikroorganismen ein
weites Reservoir von neuen Stoffen dar-
stellen.

Dazu ist es notwendig, neue Teste
aufzubauen. Da der Aufwand fiir den
Aufbau der Teste, fiir die Auffindung
von Stoffen und fiir die Strukturermitt-
lungen betrichtlich ist, sollte man betont
versuchen, solche Testmodelle aufzu-
bauen, die einen Bezug zur praktischen
Anwendung haben.
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