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Zwei Reaktionswege beim

» Wiederanbindungs‘‘-Mechanismus der
Alkanhydroxylierung durch Cytochrom P450:
Entstehung freier Radikale mit begrenzter
Lebensdauer**

Nathan Harris, Shimrit Cohen, Michael Filatov,
Francois Ogliaro und Sason Shaik*

Der Mechanismus der Alkanhydroxylierungl!! durch Cyto-
chrom P450 wirft interessante Fragen auf. Nach dem all-
gemein akzeptierten Mechanismus®?! (Schema 1) erfolgt im
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Schema 1. Schematische Darstellung des Wiederanbindungs-Mechanis-
mus.

Schritt a zundchst die Abspaltung eines Wasserstoffatoms
vom Alkan (RH) und anschlieBend die ,,Wiederanbindung*
des Alkylradikals an die Hydroxygruppe unter Bildung des
Eisen(111)-Alkohol-Komplexes (Schritt b). Die Annahme, dass
freie Radikale mit begrenzter Lebensdauer in dieser Reak-
tion auftreten, wurde durch Untersuchungen bestitigt, bei
denen umgelagerte Alkohole als Reaktionsprodukte nachge-
wiesen wurden.B! Zudem wurde festgestellt,*? dass bei den
Hydroxylierungen einiger substituierter Alkane durch Cyto-
chrom P450 nahezu die gleichen kinetischen Isotopeneffekte
auftreten wie bei der Wasserstoffabstraktion durch das fert-
Butoxyradikal, was auf dhnliche Ubergangszustinde in bei-
den Prozessen hinweist.*! Allerdings deuten die Ergebnisse
der mechanistischen Studien von Newcomb et al.,’l bei denen
Alkane verwendet wurden, die ultraschnelle Radikaluhren
liefern, darauf hin, dass keine freien Radikale wiahrend der
Reaktion entstehen; die ermittelten Zeiten sind zu kurz, um
sie intermedidren freien Radikalen zuordnen zu kénnen (z.B.
7<70 £5),°° und sie stimmen mit den bei der Umlagerung
freier Radikale beobachteten Zeiten nicht iiberein.[® Obwohl
viele Anzeichen fiir die Beteiligung von Radikalen bei diesem
Prozess sprechen, ist ihre Existenz dennoch umstritten und
muss noch bewiesen werden.

[¥] Prof. S. Shaik, Dr. N. Harris, S. Cohen, Dr. M. Filatov, Dr. F. Ogliaro
Department of Organic Chemistry and
The Lise Meitner-Minerva Center for Computational Quantum
Chemistry
Hebrew University, 91904 Jerusalem (Israel)
Fax: (+972)2-658-5345
E-mail: sason@yfaat.ch.huji.ac.il

[**] Diese Arbeit wurde von der Israeli Science Foundation (ISF) und der
German Israeli Foundation (GIF) sowie der Volkswagen-Stiftung
gefordert. S.S. dankt der Alexander-von-Humboldt-Stiftung fiir einen
Forschungspreis. F.O. dankt der Européischen Union fiir ein Marie-
Curie-Stipendium.

2070 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

+ R*— > mmm Fe!ll mum

Wir haben uns mit der Frage der Existenz von Radikalen in
diesem Wiederanbindungs-Mechanismus befasst und berich-
ten hier iiber unsere Untersuchungen. Mit Dichtefunktional-
theorie(DFT)-Rechnungen wollten wir feststellen, ob der
angenommene Schritt b in Schema 1 eine Barriere beinhaltet,
die einem Radikal eine begrenzte Lebensdauer verleihen
wiirde, und, wenn ja, welche Elektronenstruktur der Eisen-
Porphyrin-Komplex hat, der diese Barriere bewirkt. Somit
konzentrierte sich unsere Untersuchung auf die Modellierung
des eigentlichen Wiederanbindungs-Prozesses und nicht auf
den gesamten Mechanismus der Alkanhydroxylierung.

Wir haben bereits mit DFT-Rechnungen gezeigt, dass der
intermedidre Hydroxoeisen-Komplex 2 (Schema 1) in einer
dielektrischen Umgebung, z.B. in Losung oder in einem von
einem Protein gebildeten Hohlraum, ein Fe''-Zentralion (d’-
Konfiguration) und ein Porphyrinradikalkation aufweist.[
Der Komplex hat einen Triplett-Grundzustand (S=1) mit
jeweils einem einzelnen Elektron im d,(w*)-Orbital des
Zentralatoms und im a,,-Porphyrinorbital.®®! Wie in Sche-
ma 2a dargestellt, kann dieser Hydroxoeisen-Komplex mit
den beiden ungepaarten Elektronen im Triplettzustand
(§=1) entweder durch Low-Spin(LS)- oder High-Spin(HS)-
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Schema 2. a) Orbitaldiagramme der Low-Spin- und High-Spin-Kopplung
des Hydroxoeisen-Komplexes im Triplettzustand mit dem Alkylradikal im
Wiederanbindungsschritt. b) Die Elektronenverschiebung beim Auffiillen
des ,,Lochs® im a,,-Orbital des Porphyrinrestes.
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Kopplung mit dem einzelnen Elektron des Radikals (S =Y2)
in den Dublett- (§=1%) bzw. Quartettzustand (S=3) des
Eisen(1m)-Alkohol-Komplexes iibergehen. Beide Prozesse
werden hier erortert, und wir konnen nachweisen, dass wegen
der auf der HS-Oberflédche auftretenden Barriere das Radikal
eine begrenzte Lebensdauer hat, wihrend die LS-Kopplung
ohne erkennbare Barriere zum Eisen(ii1)-Alkohol-Komplex
fiihrt. Dieser Sachverhalt und die Verteilung auf die Spinzu-
stindel” sind moglicherweise die Griinde fiir die unterschied-
lichen experimentellen Ergebnisse bei den mechanistischen
Untersuchungen.

Hartree-Fock/DFT-Hybridrechnungen (B3LYP)®! wurden
durchgefiihrt mit den Programmpaketen JAGUAR 3.5 und
GAUSSIAN 98" und dienten zur Geometricoptimierung
der Modelle, wobei CHj" als Radikal und HS~ als axialer
Ligand fungierten (Schema 1). Wie bei unseren fritheren
Untersuchungenl® verwendeten wir das effektive Los-Ala-
mos-Kernpotential gekoppelt mit dem Doppel-Zeta-LACVP-
Basissatz['!l fiir Eisen und den Allelektronen-6-31G-Basissatz
fur die tibrigen Atome. Die Geometrien aller Modellverbin-
dungen wurden vollstindig, ohne Symmetrieeinschrankun-
gen, optimiert.

Der Grundzustand des Eisen(ii))-Methanol-Komplexes 3
(R=Me in Schema 1) ist der Dublettzustand (S =Y2), wih-
rend der Quartettzustand (S =32) um 7.5 kcalmol~' energie-
reicher ist.'l Zwar wurden intermedidre Alkohol-Komplexe
bisher bei Untersuchungen des Mechanismus der Hydroxy-
lierung nicht nachgewiesen, doch sind Eisen(iir)-Alkohol-
Komplexe von Cytochrom P450 trotzdem bekannt. Unsere
Rechnungen stehen in Einklang mit dem experimentell
bestimmten Dublettzustand (S="2) eines 5-Hydroxycam-
pher-Komplexes von Cytochrom P450.,,, (ein Eisen(i11)-Alko-
hol-Komplex).'¥l Die kurze und damit starke Fe-O-Bindung
im Eisen(i)-Methanol-Komplex (siche Abbildung 1) deutet
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Abbildung 1. Strukturen stationdrer Zustéinde im Wiederanbindungs-Pro-
zess. MW = Mittelwert.
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darauf hin, dass ein intermedidrer Alkohol-Komplex vor-
kommt. Die alternative direkte OH-Ubertragung zum Alkyl-
radikal unter Bildung eines freien Alkoholmolekiils erfordert
vermutlich mehr Energie.['4]

Im Folgenden bezeichnet der Ausdruck Low-Spin (LS) den
Dublettzustand und High-Spin (HS) den Quartettzustand.!'?
Im HS-Wiederanbindungsschritt tritt als Vorstufe des Uber-
gangszustands (TS fiir transition state) ein Cluster (C,) auf,
der dem Produkt der H-Abstraktion entspricht (Abbildung 1;
nur die wichtigsten Bindungsldngen und -winkel sind ange-
geben). Die Verschiebung der Methylgruppe auf die andere
Seite des Sauerstoffatoms ist mit einem kleinen Energiean-
stieg (2.1 kcalmol™!) verbunden und fiihrt zu einem weiteren
Cluster (C,,), der kein tatsdchliches Minimum darstellt, aber
doch eine Spezies im Wiederanbindungsschritt ist. Demge-
geniiber wurde im LS-Wiederanbindungsschritt das LS-Ei-
sen(ii)-Methanol-Produkt als einziger stationérer Punkt auf
dem Reaktionspfad gefunden.

Die Ubergangszustinde auf den HS- und LS-Oberflichen
wurden in zwei Schritten ermittelt. Zuerst wurden die HS-
und LS-Reaktionspfade niedrigster Energie entlang der rc.o-
Koordinate (Anndherung des Methylradikals an das Sauer-
stoffatom im Hydroxoeisen-Komplex) mit C-Einschrankun-
gen verfolgt. Abbildung 2 zeigt die erhaltenen Energiekur-
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Abbildung 2. Potentialenergiekurven des High-Spin(HS)- und Low-
Spin(LS)-Reaktionspfades entlang der CHj--- O-Koordinate (rco) im
Wiederanbindungsschritt.

ven; man erkennt, dass die LS-Energiekurve glatt"” zum LS-
Eisen(iin)-Methanol-Komplex hin abfillt, wihrend die HS-
Oberfliche eine Barriere nahe bei re, =22 A aufweist. Der
tatsichliche Ubergangszustand (TS) auf der HS-Oberfliche
(mit A in Abbildung 2 gekennzeichnet) wurde durch Sattel-
punkt-Optimierung aller geometrischen Variablen ohne Sym-
metrieeinschrankungen erhalten. AnschlieBend wurde eine
vollstandige Schwingungsanalyse durchgefiihrt, wobei nur
eine Mode mit einer imaginidren Frequenz von i447.6 cm™!
ermittelt wurde, die der erwarteten Mode entlang der rc -
Reaktionskoordinate, die Reaktanten und Produkte verbin-
det, entspricht.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten Merkmale der Spezies
angegeben, die als stationdre Punkte auf dem Reaktionspfad
gefunden wurden. Die Barriere gegeniiber den getrennten
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Tabelle 1. Ausgewihlte Strukturparameter r [A], Spindichten p und relative Energien E,
[kcalmol~'] wichtiger Spezies im Wiederanbindungsschritt.

HqC..
-, M
N/—F_\N
(N’ iy N)
W
s
H
Parameter [Por*FeOHJ]/CH;* [PorFeOH]/CH;* TS [PorFe(CH;0H)]
Reaktanten HS-Cluster!?] HS HS LS

rc.o 00 3.298 2251 1.456 1.465!0]
Tfe-0 1.824 1.811 1.858 2462  2.1080

(1.829)l4)
TFe-s 2.490 2.503 2.594 2.491 2.278

(2.458))
rrex(MW)lEl 2,017 2.017 2.018 2.018  2.018

(2.017)@
FreRing +0.09 +0.09 +0.08 —014 —0.09
E. 0 21 15.01 612 —687

—17.1lel

Och, 0.99 0.96 0.66-0.33 " 0.003 0.000
Pring 0.67 0.52 0.66-0.13" 018  0.032
Pre 0.85 0.84 1.05-2.26/" 242 0.86

[a] Der in Abbildung 1 dargestellte Cluster C,,. [b] C-O-Abstand. [c] Fe-O-Abstand. [d] Die
Werte in Klammern beschreiben die C,-Struktur,®! die um 0.88 kcalmol~! energiereicher ist
als die C;-Struktur (Werte ohne Klammer). [e] Mittelwert (MW) aus vier Fe-N-Abstdnden.
[f] Die Barriere gegeniiber dem bei C,-Symmetrie optimierten Reaktanten. [g] Energie der
entsprechenden LS-Struktur bei 2.2 A. [h] Spindichtebereich bei re.o =2.2-2.05 A.

gramme in Schema 2a kann diese Elektronen-
verschiebung erkldrt werden. So ist das a,,(a’)-
Porphyrinorbital®! im Ferryl-Hydroxo-Kom-
plex wie das Orbital der Alkylgruppe einfach
besetzt (Ipo ist das Orbital des freien Elektro-
nenpaars am Sauerstoff). Wihrend der Wieder-
anbindung wird das a,,(a’)-Orbital formal mit
dem Elektron des Alkylradikals (R*) aufgefiillt,
das nun an dem neugebildeten 0ng-Orbital
beteiligt ist. Im LS-Reaktionsweg ist dies die
wesentlichste Verdnderung. Demgegeniiber ist
im HS-Reaktionsweg das Auffiillen des a,,-
Porphyrinorbitals mit einem Elektroneniiber-
gang aus dem d,,-Orbital in das energiereichere
d,-Orbital (0*-Typ) verbunden. Im Hydroxo-
eisen-Komplex/CH;*-Cluster befinden sich alle
ungepaarten Elektronen in energetisch relativ
niedrig liegenden Orbitalen, wihrend im HS-
Ubergangszustand und im entsprechenden HS-
Eisen(u)-Alkohol-Komplex  ein  einzelnes
Elektron das hoher gelegene, energiereichere
0%(d,2)-Orbital besetzt, damit der Quartettzu-
stand erhalten bleibt. Aufgrund dieser Elektro-
nenverschiebung nimmt, wie oben erwihnt, die
Spindichte am Eisen zu, und die Fe-O- und Fe-
S-Bindung sind im Ubergangszustand gegen-

Einzelfragmenten betrédgt 5.0 kcalmol~! und gegeniiber dem
Reaktantencluster 7.1 kcalmol~!. Wenn man die bekannte
Schwiche der DFT-Rechnungen, Barrieren zu unterschitzen,
in Betracht zieht,['%) ist die hier gefundene Barriere auf der
HS-Oberfliche wohl kaum ein Artefakt. Die Energiestabili-
sierung der LS-Oberfliche im Bereich des HS-Ubergangszu-
stands (ungefihr 17 kcalmol~! gegeniiber dem Kurvenanfang
bei 3 A) ist bedeutend groBer als der erwartete Fehler bei den
B3LYP-Rechnungen!'*l. Auch wenn die B3LYP-Rechnungen
den LS-Zustand etwas iiberschitzen, ist die Existenz einer
signifikanten Barriere auf der LS-Oberfldche dennoch un-
wahrscheinlich. Allerdings konnen wir nicht ausschlieBen,
dass eine winzige Barriere an einer viel , fritheren* Stelle auf
der rc.o-Koordinate lokalisiert ist.

Die geometrischen Parameter des HS-Ubergangszustands
(Tabelle 1) liegen zwischen denen des Ferryl-Hydroxo-
Reaktantenkomplexes, [Por*Fe™OH], und denen des
HS-Eisen(t)-Methanol-Komplexes, [PorFe(CH;0H)]. Die
Spindichten in Tabelle 1 zeigen, dass die Umgebung des
Ubergangszustands durch eine betrichtliche elektronische
Umorganisation gekennzeichnet ist. Diese Umorganisation
werden wir nun analysieren und dadurch nachweisen, dass ein
einfacher Grund vorliegt, warum eine Barriere auf der HS-
Oberfliache auftritt und keine auf der LS-Oberfliche.

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass das angreifende CH;* und
der Porphyrinring sowohl beim HS- als auch beim LS-
Wiederanbindungsschritt ihre Spins verlieren. Die Spindichte
des Eisens nimmt jedoch beim HS-Reaktionsweg stark zu
(von 0.85 auf 2.42), wihrend sie beim LS-Reaktionsweg
nahezu konstant bleibt (0.84-0.86). Anhand der Orbitaldia-
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tiber denen im Hydroxoeisen-Komplex deut-

lich langer. Diese Schwichung der Bindungen

erweist sich als Barriere im HS-Reaktionsweg,
die somit ausschlieBlich das Resultat von Elektronenver-
schiebungen ist.

Da der LS-Reaktionsweg keine (oder zumindest nur eine
sehr niedrige) Barriere aufweist, konnen, wenn iiberhaupt,
keine radikalischen Zwischenstufen mit signifikanter Lebens-
dauer auftreten. Daraus folgt, dass die Wiederanbindung tiber
den LS-Reaktionsweg als konzertierter Prozess erfolgt,*> 717l
obwohl die Trajektorie der Anndherung der Ferryl-Oxen-
Spezies an das Alkan einem Wasserstoffabstraktionsprozess
ahnelt. Beim HS-Reaktionsweg entsteht auf der gleichen Tra-
jektorie ein Alkylradikal, und eine Barriere ist zu tiberwinden.
Vorausgesetzt, dass fiir die Geschwindigkeit des Wiederan-
bindungsschritts die Arrhenius-Gleichung gilt und fiir den
HS- und LS-Reaktionsweg der gleiche praexponentielle Fak-
tor verwendet wird, verzogert die Potentialbarriere von 5-
7 kcalmol~! im HS-Profil den HS-Wiederanbindungsschritt
um vier bis sechs GroBenordnungen. Dadurch erlangt das Ra-
dikal eine signifikante Lebensdauer, wihrend der es sich
umlagern kann. Angesichts des hier aufgezeigten Mechanis-
mus, nach dem ein umgelagerter Alkohol nur auf einem Weg
(HS) entstehen kann, wihrend sich ein nicht umgelagerter
Alkohol auf beiden Reaktionswegen (LS und HS) bilden kann,
konnen die aus Prozentsétzen einer Umlagerung berechneten
Lebensdauern freier Radikale gelegentlich unrealistisch kurz
erscheinen und einem Vergleich mit Lebensdauern, die wie
von Newcomb et al. mit Hilfe von Radikaluhren bestimmt
wurden, nicht standhalten. Ebenso kénnen die in der Gruppe
von Dinnocenzo und Jones durchgefiihrten Messungen des
kinetischen Isotopeneffekts! eine ,,Wasserstoffabstraktions-
Trajektorie“ (auf beiden Reaktionswegen) widerspiegeln. So-
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mit bietet der vorgeschlagene Mechanismus mit den beiden
Reaktionswegen eine verniinftige Erklarung fiir die scheinbar
widerspriichlichen Untersuchungsergebnisse.

Der Prozentsatz der Umlagerung hingt von der Anfangs-
konzentration des Radikals, wie durch die Verteilung der
Reaktionskomplexe auf den HS- und LS-Prozess bestimmt,[’!
und von der durch die HS-Barriere bestimmten Geschwindig-
keit des HS-Wiederanbindungsschritts ab. Zwei Faktoren
beeinflussen die Hohe dieser Barriere; sie konnen anhand
von Schema 2 veranschaulicht werden: Der erste Faktor ist
verbunden mit dem Elektroneniibergang aus dem d,,-Orbital
in das hoher liegende d,(0*)-Orbital, das antibindend zum
axialen O-Fe-S-Vektor ist. Je stirker die Bindungsfihigkeit
des Thiolatliganden ist, desto hoher liegt das d(0*)-Orbital,
was eine hohere Barriere zur Folge hat. Da im natiirlichen
Enzym der S-Ligand Bestandteil des Substrat umbhiillenden
Proteins ist, ist zu erwarten, dass die Koordinationsfahigkeit
des S-Atoms sowohl durch die Polaritdt und Aciditdt im
Bereich der Bindetasche als auch durch sterische Einschridn-
kungen beeinflusst wird.

Der zweite Faktor héngt mit den Eigenschaften des an-
greifenden Radikals zusammen und kann anhand von Sche-
ma 2b erldutert werden. Einfaches Abzdhlen der Elektronen
zeigt, dass an der Kniipfung der R-O-Bindung zunéchst drei
Elektronen beteiligt sind und der Porphyrinrest ein Loch im
a,,-Orbital aufweist.[®) AnschlieBend entsteht die Zweielek-
tronen-R-O-Bindung, und das Loch im Orbital des Porphy-
rins wird mit einem Elektron aufgefiillt. Dieses Elektron
stammt von der Dreielektronen-R-O-Bindungskniipfung und
wird formal vom positiv geladenen Alkylradikal iibertragen.
Folglich wird im HS-Wiederanbindungsschritt die Bildung der
R-O-Bindung von einer Elektronenverschiebung (von R*
nach Por't) begleitet. Deshalb hingt der Prozentsatz der
Radikalumlagerung vom Oxidationspotential des Radikals
ab. Mit abnehmendem Oxidationspotential der Alkylgruppe
sinkt die tatsdchliche Radikallebensdauer auf der HS-Ober-
fliche und die Menge an umgelagertem Produktalkohol.
Diese Behauptung steht mit Untersuchungen von Newcomb
etal. in Einklang, die feststellten, dass die Ausbeute an
umgelagertem Alkohol von 26 % (ein p-CF;-Arylderivat) auf
weniger als 1% (1-Isopropyl-2-phenylcyclopropan) sinkt,
wenn die Alkylgruppe des Substrats (1-Alkyl-2-arylcyclopro-
pane) bessere Elektronendonoreigenschaften aufweist.
Dennoch sind die experimentellen Ergebnisse schwierig zu
kommentieren, da Umlagerungen kationischer Intermediate
stattfinden konnen und mehr als eine oxidierende Spezies
auftritt.!
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se unterschiedlichen Resultate demonstrieren die von Harris und
Loew vorhergesagte Bedeutung des Proteins bei der Stabilisierung
des S ="2-Grundzustands: H. Aissaoui, R. Bachmann, A. Schweiger,
W.-D. Woggon, Angew. Chem. 1998, 110, 3191; Angew. Chem. Int. Ed.
1998, 37, 2998; D. Harris, G. H. Loew, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
8775.
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Ein direkter OH-Transfermechanismus wiirde eine Spinzustands-
dnderung des fiinffach koordinierten Eisen(ir1)-Komplexes nach S =%
erfordern (siche z.B. Lit. [1]).

Alle HS-Daten wurden durch B3LYP-Rechnungen unter Verwen-
dung des Programmpakets JAGUAR 3.5 erhalten (Lit. [9]). Das LS-
Profil wurde nach der ,,Unrestricted“-B3LYP-Methode mit GAUS-
SIAN 98 berechnet (Lit. [10]). Der Nullpunkt der Energieskala in
Abbildung 2 gilt fiir beide Kurven (LS und HS).

a) M. Filatov, W. Thiel, Chem. Phys. Lett. 1998, 295, 467; b) H. Basch,
S. Hoz, J. Phys. Chem. A, 1997, 101, 4416; c) S. Skokov, R. A. Wheeler,
Chem. Phys. Lett. 1997, 271, 251; d) der Fehler beziiglich der Unter-
schitzung von Barrieren in B3LYP-Rechnungen (Lit. [16a—c]) be-
trigt bei  verwandten  Radikalreaktionen  durchschnittlich
<6 kcalmol™ und bei entsprechenden Reaktionen mit OH- und
CH;-Gruppen 0.5 kcalmol .1l In B3LYP-Berechnungen von Reak-
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tionen mit Beteiligung von Fe-, O- und H-Atomen wird die Barrie-
renhohe um ungefidhr 1 kcalmol™! gegeniiber den experimentellen
Daten und um 5.4 kcalmol™' gegeniiber dem CASPT2-Ergebnis
unterbewertet, wobei allerdings in der CASPT2-Rechnung die
Barriere iiberschétzt wird.["’!

[17] M. Filatov, S. Shaik, J. Phys. Chem. A 1998, 102, 3835.

Eine durch Rinder-#1,4-Galactosyl-Transferase
katalysierte Reaktion zu
p-D-Galactopyranosyl-(1-3)-verkniipften
Disacchariden von L-Zuckern**

Yoshihiro Nishida,* Hideaki Tamakoshi,
Yuki Kitagawa, Kazukiyo Kobayashi* und
Joachim Thiem

Die f1,4-Galactosyl-Transferase (f1,4-GalTase) aus Rin-
dern gehort hinsichtlich der Substratspezifitit zu den am
besten untersuchten Glycosyl-Transferasen von Sdugetie-
ren.l Das Enzym Kkatalysiert den Galactosyltransfer von
UDP-Galactose auf die 4-OH-Position von N-Acetyl-D-
glucosamin (D-GIcNAc) sowie in Gegenwart von a-Lactal-
bumin (a-LA) auf p-Glucose. Auch andere Reaktionen des
Enzyms sind bekannt, z. B. die Ubertragung von N-Acetyl-D-
galactosamin auf D-GlcNAc bei hohen a-LA-Konzentratio-
nen.”l Die f81,4-GalTase-katalysierte Reaktion wurde lange
als regiospezifisch fiir die 4-OH-Stellung der Acceptorzucker
angesehen; wir entdeckten jedoch auch einen anderen Reak-
tionstyp, bei dem ein Galactosyltransfer auf die S-anomere
Position von N-Acetylkannosamin (3-Acetamido-3-desoxy-D-
glucose),?! N-Acetylgentosamin (3-Acetamido-3-desoxy-D-
xylose) und p-Xylosel®! katalysiert wird. Hier berichten wir
iiber die erste [(1,4-GalTase-Reaktion mit L-Zuckern als
Acceptorsubstraten. Bei dieser neuen Reaktion wird zudem
die ungewohnliche Galactosyliibertragung auf die 3-OH-
Position der L-Zucker katalysiert, es handelt sich demnach
um einen f51,3-Galactosyltransfer.

Die von uns beschriebenen f1,1-Transferreaktionen der
3-Acetamido-3-desoxyzucker sind ein iiberzeugender Hin-
weis darauf, dass die 3-NAc-Gruppe eine Schliisselrolle bei
der Enzym-Substrat-Bindung spielt und die ungewdhnliche
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Ubertragung steuert.!! Sollte dies zutreffen, konnte das
Enzym mit Acceptorsubstraten, die eine NAc-Gruppe an
verschiedenen Positionen tragen, unterschiedliche Glycosyl-
bindungen kniipfen. Wir fithrten daher in die f-anomere
Position von L-Glucose, L-Xylose und ihren D-Isomeren eine
NAc-Gruppe ein und untersuchten dann den Einfluss auf die
enzymatische Reaktion.

Die Einfithrung der NAc-Gruppe gelang durch Umsetzen
des jeweiligen reduzierenden Zuckers mit Ammoniumhydro-
gencarbonat in Wasser und nachfolgende Acetylierung mit
Acetanhydrid in Methanol.[) Die 1-NAc-Derivate wurden in
einem Enzym-Assay’! sowohl mit als auch ohne a-LA
untersucht. Thre Reaktivitdit wurde anhand der relativen
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit (r) bei Substratkonzentra-
tionen von 1 und 10 mm mit der der reduzierenden Zucker
verglichen (Abbildung 1).

a) D Substrat 1 mm (ohne a-LA)
N 10 mMm (ohne o-LA)

[] Substrat 1 mm (mit ¢-LA)

B 10 my (mit a-LA)

D-Glucose
>500
D-Xylose
L-Glucose
L-Xylose
|Il|l|I|Il]lll|TlllYTr[ll]
0 50 100 150; 200
r/ %

b)

D-Glucose-1-NAc¢

D-Xylose-1-NAc

L-Glucose-1-NAc

L-Xylose-1-NAc

60 50 40 30 20 10 O 10 20
-— ———»
B1,4-Transfer

B1,3-Transfer
r! %

Abbildung 1. Relative Geschwindigkeiten (r) fiir die Reaktion von
Rinder-1,4-Galactosyl-Transferase mit enantiomeren Glucosen und Xy-
losen (a) sowie ihren 1-NAc-Derivaten (b). Die Assays wurden mit jedem
Acceptorsubstrat bei Konzentrationen von 1 und 10 mm sowie mit und
ohne Rinder-a-Lactalbumin (0.1 mgmL-~!) durchgefiihrt. Die Art des
Galactosyltransfers in (b) wurde 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt
(siche Text).

Der Enzym-Assay bestitigte den signifikanten Einfluss der
1-NAc-Gruppe von D- und L-Zuckern auf die enzymatische
Reaktion. Dieser Effekt duBert sich bei p- und L-Enantio-
meren in entgegengesetzter Weise: Die NAc-Gruppe macht

0044-8249/00/11211-2074 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 11



