
HIGHLIGHTS 

Ein neues Konzept zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus 
konfigurationserhaltender Glycosid-Hydrolasen 

Arnold E. Stiitz* 

Glycosid-Hydrolasen (Glycosidasen) sind allgegenwartige 
und uberaus wichtige Enzyme, die Poly- und Oligosaccharide zu 
den entsprechenden Monomeren abbauen oder Glycokonjugate 
an der Bindung zwischen dem Zuckerbaustein und dem Agly- 
con spalten. Vom Stiirkeabbau bis hin zum komplexen und 

Glycosidasen zahlreiche Funktionen, die essentiell fur die Exi- 
stenz und die Uberlebensfiihigkeit von Organismen sind. 

Abhangig vom Wirkungsmechanismus wurden unterschiedli- 
che Typen dieser Enzyme definiert"] : Exoglycosidasen greifen 
ein Saccharid am nichtreduzierenden Ende an, und Endoglyco- 
sidasen spalten glycosidische Bindungen entlang der Polysac- 
charidkette. Mit konfigurationserhaltenden Glycosidasen ist die 
Konfiguration am anomeren Zentrum im Produkt als Folge 
zweier konsekutiver Inversionen unveriindert im Vergleich zu 
der im Substrat. Tnvertierende Glycosidasen fiihren dagegen in 
nur einem Hydrolyseschritt zur Inversion der Konfiguration an 
C-I. Fur das Verstindnis der katalytischen Eigenschaften von 
Glycosidasen und um effiziente und moglichst selektive Inhibi- 
toren fur diagnostische und therapeutische Anwendungen her- 
stellen zu konnen, ist die Aukliirung des Mechanismus und des 
Reaktionsverlaufs am aktiven Zentrum seit Jahrzehnten das 
Ziel intensiver Forschungsarbeiten. 

Trotz aller Bemuhungen ist es bisher allerdings nicht gelun- 
gen, die Mehrzahl dieser Enzyme, z. B. viele interessante Exo- 
glycosidasen, zu kristallisieren, um ihre Strukturen zu bestim- 
men und so ein dreidimensionales Bild der Molekulgeometrie 
am katalytischen Zentrum zu erhalten. Daher waren Untersu- 
chungen des Reaktionsmechanismus von Glycosidasen bisher 
weitgehend auf indirekte Methoden angewiesen, bei denen die 
Eigenschaft von Substratanaloga wie Bromconduriten, Imino- 
zuckern, aber auch Glycosylfluoriden und verwandten Verbin- 
dungen als kompetitive oder nichtkompetitive Hemmer genutzt 
werden[". Mechanistische Betrachtungen basieren auf den Ar- 
beiten von Koshland[31 und der Kristallstrukturanalyse von 
Huhnerei-Lysozym, einer niedermolekularen Endohexosamini- 
dase, durch Phillips und MitarbeiterL4]. Diesen Ergebnissen 
zufolge verliiuft die enzymatische Glycosidhydrolyse wie in 
Schema 1 dargestellt. Eine katalytisch wirkende Carbonsiiure- 
funktion im aktiven Zentrum des Enzyms protoniert im ersten 
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Schritt das Glycosid. Danach stabilisiert eine Carboxylatgruppe 
auf der anderen Seite der Zuckerringebene den cyclischen, oxo- 
carboniumartigen Ubergangszustand durch Bildung einer ko- 
valenten Bindung unter Inversion der Konfiguration am anome- 
ren Zentrum. Diese Zwischenstufe kann aus beiden Richtungen 
iiber OXocdrboniUmartige Ubergangszustande gebildet werden. 
Im abschliefienden Hydrolyseschritt wird der Zucker durch den 
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Schema 1. Mechanismus der enzymlttischen Glycosidhydrolyse nach Phillips et al. 

Angriff eines Wassermolekuls im aktiven Zentrum freigesetzt. 
Es galt viele Jahre lang als gesichert, daB sich Lysozyme im 
speziellen und konfigurationserhaltende Glycosidasen im allge- 
meinen wahrend ihrer Evolution dazu entwickelten, die Bildung 
eines solchen cyclischen oxocarboniumartigen Ubergangszu- 
standes zu begunstigen[" '1. 

Stereochemischen Betrachtungen zur Glycosidase-hhibie- 
rung mit Iminozuckern folgend. schlug Fleet 1985 einen Mecha- 
nismus vor, nach dem im ersten Schritt die endocyclische Bin- 
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dung zwischen dem Ringsauerstoffatom und dem anomeren 
Kohlenstoffatom unter Bildung einer offenkettigen Spezies 
gespalten wirdLS1 (Schema 2). Eine derartige Zwischenstufe 

Weiter konnte gezeigt werden, da13 das Condurit-B-Epoxid so- 
wohl von einer m-[', lo] a k  auch von einer P-Glucosidase[', l l] 

jeweils am Epoxid-Kohlenstoffatom attackiert wird, das dem 
Kohlenstoffatom C-I des natiirlichen Substrats entspricht, und 
nicht alternativ an dem Kohlenstoffatom, das die Position des 
Ringsauerstoffatoms einnimmt (Schema 4). Trotzdem war bis- 
her nicht vollig auszuschlieBen, daD sich manche Glycosidasen 
im Verlauf ihrer Evolution sowohl an Veranderungen der relati- 
ven Basizitat des Ringsauerstoffatoms 0 - 5  und des Sauerstoff- 
atoms 0-1 am anomeren Zentrum als auch an das jeweilige 
Aglycon anpassen konnten und so je nach Bedarf einen der 
beiden einander auf den ersten Blick ausschlieDenden Reak- 
tionswege nutzen. 

In einem Ansatz zur Aufklarung wichtiger mechanistischer 
Aspekte von konfigurationserhaltenden Glycosid-Hydrolasen 
untersuchten Withers und Mitarbeiter die Anomere von 2-Des- 
oxy-2-fluorglucopyranosylfluorid~1z~ 131 und 2-Desoxy-2,2-di- 
f luorg lu~opyranos id[~~~ als Substrate (Schema 5). Die Fluor- 
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Schema 2. Mechanismus der enzymatischen Glycosidhydrolyse nach Fleet. 

wurde auch in einem die Diskussion iiberaus belebenden Beitrag 
von Post und KarplusL6] iiber den Mechanismus der Glycosid- 
hydrolyse rnit Hiihnerei-Lysozym postuliert. Zu diesem Vor- 
schlag fiihrten eine rnit diesem Enzym experimentell nicht 
beobachtbare Deformation des Sub- 
strates beim Binden an das Enzymi4I, 
die auch von Sinnott['] sowie von 
Legler ['I kommentiert wurde, und 
computerunterstiitzte Molekul-Dy- 
namik-Simulationen, die das Kon- 
zept der ,,geringsten molekularen 
Bewegung" mit der Theorie der ste- 
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Schema 4. Das Condurit-B-Epoxid wird sowohl von a- als auch von b-Glucosidase an C-1 geoffnet. 

reoelektronischen Kontrolle['] von 
organisch-chemischen Reaktionen kombinierten. In diesem An- 
satz wird davon ausgegangen, daR der Austritt einer Abgangs- 
gruppe von einem tetraedrischen Kohlenstoffzentrum, das an 
ein oder mehrere Heteroatome gebunden ist, durch die antiperi- 
planare Anordnung der freien Elektronenpaare der Hetero- 
atome unterstiitzt wirdIsl. Ein Beispiel hierfiir ist die nicht- 
enzymatische, Lewis-Saure-katalysierte Umsetzung von ge- 
schiitzten m- und b-Glucopyranosiden rnit unterschiedlichen 
Nucleophilen in inerten Losungsmitteln, wobei kinetisch kon- 
trolhert offenkettige Derivate entstehen[g]. 

Diese Befunde und die dardus gezogenen Schliisse losten eine 
heute noch aktuelle Diskussion aus. Es gibt einige gute Argumen- 
te gegen einen endocyclischen Bindungsbruch, z. B. die Tatsache, 
daR die experimentell feststellbare enzymatische Hydrolyse von 
Glycopyranosylfluoriden und Glycosylpyridiniumderivaten 
nicht mit diesem Mechanismus kompatibel ist"] (Schema 3). 

-0& 

,OH 

Schema 3. Glycopyranosylfluoride und Glycosylpyridiniumderivate hydrolysieren 
nicht nach dem yon Fleet vorgeschlagenen Mechanismus. 
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Schema 5.  2-Desoxy-2-fluorglucopyranosylfluorid und 2-Desoxy-2,2-difluorglu- 
copyranosid. 

substituenten an C-2 destabilisieren induktiv die sich im ersten 
Schritt der Hydrolyse entwickelnde positive Ladungsdichte am 
benachbarten anomeren Kohlenstoffatom und verlangern da- 
durch die Lebensdauer des Glycosyl-Enzym-Adduktes. Dies 
fiihrte bei P-Glucosidasen zum Ziel, versagte aber bei unter- 
schiedlichen a-Glucosidasen, die den natiirlichen Substituenten 
an C-2 zur Substraterkennung und fur die Bindung an das En- 
zym benotigen" s]. So konnen N-Acetyl-Hexosaminidasen, fur 
die die Acetylaminogruppe an C-2 der natiirlichen Substrate fur 
die Erkennung essentiell ist, nicht rnit Inhibitoren dieses Typs 
untersucht werden. 

Kiirzlich haben McCarter und Withers auch diese Unzulang- 
lichkeit iiberwundenr'61. Sie synthetisierten die beiden 5-Fluor- 
D-glucopyranosylfluoride 1 und 2 als erste Verbindungen einer 
neuen Klasse von ,,Pseudosubstraten". Bei den Untersuchun- 
gen mit diesen Verbindungen gewannen sie auch neue, wertvolle 
Daten, die den klassischen, von Phillips und Mitarbeitern postu- 
lierten Mechanismus eindrucksvoll stiitzen. 
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Die beiden Anomere 1 und 2 wurden auf einfache und elegan- 
te Weise nach Ferrier und Tyler["] hergestellt. In diesen stabi- 
len, neuartigen Verbindungen ersetzt das Fluoratom das etwas 
kleinere axial-stlndige Wasserstoffatom an C-5 und start nicht 
die fur das Erkennen und die Bindung an das Enzym wichtigen 
sterischen und elektronischen Gegebenheiten. Dies ist ein be- 
deutender Vorteil gegeniiber den 2-Desoxy-2-fluorglycopyrano- 
sylfluoriden, in denen, wie erwihnt, das Fluoratom an C-2 in 
einigen Fallen die Position einer essentiellen Hydroxy- oder 
Acetylaminogruppe des jeweiligen naturlichen Substrates ein- 
nimmt. Das 5-Fluor-~-~-glucosyIfl~iorid I erwies sich als eff-  
zienter Hemmer der [K&xosidase aus Agrohactevium ,faecalis 
und 2 - abweichend von friiheren Ergebnissen mit 2-Des- 
oxyfluorzuckern - als einer der stlrksten bisher bekannten Inhi- 
bitoren der cc-Glucosidase aus Hefe, was die Leistungsfahigkeit 
des neuen Konzeptes und dieser neuartigen Verbindungsklasse 
eindrucksvoll demonstriert. Ein bemerkenswerter Befund war, 
daR die elektrospray-massenspektrometrisch bestimmte Masse 
der mit 1 inaktivierten /Khcos idase  181 Einheiten groRer war 
als die des freien, intakten Enzyms. Diese Massendifferenz ent- 
spricht einem definierten, kovalent an das aktive Zentrum ge- 
bundenen 5-Fluorglucosylrest. Dieses besonders interessante 
und sehr aussagekraftige Ergebnis ist ein starkes und vor allem 
direktes Argument fur den klassischen, von Phillips vorgeschla- 
genen Reaktionsmechanismus rnit konfigurationserhaltenden 
Glycosidasen. denn durch Bruch der endocyclischen C-O-Bin- 
dung wire  in diesem Fall ein instabiles geminales Fluorhydrin 
entstanden, aus dem sich unter Freisetzung von Fluorwasser- 
stoff ein 5-Oxozucker gebildet hitte. Dieser wurde, wenn er am 
aktiven Zentrum des Enzym hinreichend fest gebunden wurde, 
einen Enzym-Substrat-Komplex rnit vollig anderer Molekul- 
masse &en. Daraus ergibt sich zwanglos, daB zumindest in 
diesem Beispiel die exocyclischen Bindung gespalten wurde. 

Das neue Konzept der 5-Fluorhexopyranosylfluoride wird 
weitere, analoge Derivate anderer Zucker nahezu uneinge- 

schrankt zuganglich machen, so daR die Untersuchung des Re- 
aktionsmechanismus einer breiten Palette von Glycosyl-Hydro- 
lasen moglich wird. In Hinblick auf das Verstehen der komple- 
xen bioorganischen Vorgange der enzymatischen Glycosid- 
hydrolyse und hinsichtlich der Evolution von Glycosidasen wird 
es sehr interessant werden, zu erfahren, ob alle Glycosidase-ka- 
talysierten Reaktionen nach dem Mechanismus verlaufen, der 
ursprunglich fur Lysozyme vorgeschlagen worden ist, ob mit 
neuartigen, problemorientiert entworfenen Pseudosubstraten 
und Inhibitoren Enzyme gefunden werden konnen, die den 
endocyclischen Bindungsbruch katalysieren konnen. und ob ei- 
nige Enzyme sogar in der Lage sind, beide Reaktionswege zu 
nutzen, wie in einem Ubersichtsartikel vorgeschlagen wurde[''I. 

Stichworte: Enzyminhibitoren Fluorzucker - Glycosidasen 
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