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Die biologische Aktivit�t vieler Naturstoffe wird durch Gly-
kosylierung bestimmt.[1] Glykosylierungen sind daher h�ufig
essenziell f�r die Wirksamkeit von Arzneimitteln aus Natur-
stoffen.[2] Modifikationen im Glykosylierungsmuster von
Naturstoffen sind dar�ber hinaus eine vielversprechende
Strategie, um neue biologisch aktive Molek�le mit maßge-
schneiderten pharmakologischen Eigenschaften zu entwi-
ckeln.[3] Hierbei geht es um den Austausch des Zuckermole-
k�ls, aber auch um Ver�nderungen in Position und Art der
glykosidischen Bindung(en).[4] W�hrend die allermeisten Na-
turstoffe O-glykosyliert sind, kommen auch N-, C- und S-
Glykoside nat�rlich vor.[5] Chemisch zeichnen sich C-Glyko-
side durch ihre ausgepr�gte Stabilit�t gegen spontane sowie
enzymkatalysierte Hydrolyse aus.[6] C-Glykoside haben daher
besonderes Interesse f�r medizinische Anwendungen ge-
weckt, wobei sie als isofunktionelle O-Glykosid-Analoga den
entscheidenden Vorteil einer l�ngeren In-vivo-Halbwertszeit
bieten kçnnten.[7]

Glykosyltransferasen (GTs; EC 2.4) katalysieren Gly-
kosylierungen in der Naturstoffbiosynthese. In der Reaktion
von GTs wird ein Glykosylrest von einem aktivierten Donor,
in der Regel ein Nukleosiddiphosphat-Zucker (z. B. UDP-
Glukose in Schema 1), auf die reaktive Gruppe eines Ak-
zeptors �bertragen.[8] Durch ihre vorz�gliche Substratselek-
tivit�t wird in GTs allgemein großes Potenzial f�r Anwen-
dungen in vitro sowie f�r In-vivo-Glykosylierungen gese-
hen.[3] GTs, die von Natur aus C-Glykoside bilden, sind
jedoch rar, was ihre Verf�gbarkeit und Anwendung in Syn-
thesen stark einschr�nkt.[9] Aus diesem Grund muss die Ent-
wicklung effizienter Katalysatoren f�r C-Glykosylierungen
mçglicherweise durch Protein-Engineering aus verf�gbaren
O-Glykosyltransferasen (OGTs) erfolgen. Ungl�cklicher-
weise sind die mechanistischen Prinzipien des C-Glykosyl-
transfers anders als f�r den detailliert untersuchten O-Gly-
kosyltransfer[8] nur unzureichend verstanden. Die Mçglich-
keiten f�r rationales Enzymdesign sind deshalb stark einge-
schr�nkt.[10] Dar�ber hinaus sind bislang keine essenziellen
Strukturmerkmale f�r die Unterscheidung von C- und O-

Glykosyltransferasen bekannt. Eine bedeutsame Publikation
von Bechthold und Kollegen zeigte k�rzlich die �bertragung
von glykosidischer Bindungsspezifit�t von einer bakteriellen
CGT auf eine strukturell und funktionell homologe OGT.[11]

Hierf�r war es notwendig, umfangreiche Bibliotheken von
OGT-Chim�ren durch Einbringen unterschiedlicher Se-
quenzelemente der nativen CGT[12] in OGT zu erzeugen. Dies
ermçglichte letztlich einen vollst�ndigen Spezifit�tswechsel
von OGT zu CGT. Eine Strukturmodellierung erbrachte
Hinweise, dass die essenziellen Austausche von Aminos�uren
vor allem in hochflexiblen Schleifen um das aktive Zentrum
der neu geschaffenen CGT lokalisiert sein sollten. Da jedoch
relativ viele Reste (� 10) ausgetauscht werden mussten, um
die gew�nschte Spezifit�ts�nderung zu erreichen, blieb eine

Schema 1. Vorgeschlagene Mechanismen der enzymatischen C-Gly-
kosylierung,[7b] hier gezeigt f�r die untersuchte Glukosylierung von
Phloretin durch CGT (gr�n). C-Glykosylierung im Wege einer O/C-Um-
lagerung beinhaltet zun�chst O-Glykosylierung, wie durch OGT
(orange) katalysiert. Aktivierung des phenolischen Akzeptors durch ein
konserviertes Histidin ist essenziell f�r CGT als auch OGT.
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detaillierte Interpretation auf molekularer Ebene schwierig,
und ein allgemeines Prinzip der Spezifit�t von OGTund CGT
konnte nicht abgeleitet werden.

Wir zeigen hier das wechselseitige �bertragen von gly-
kosidischer Bindungsspezifit�t in einem homologen Paar
pflanzlicher OGT und CGT. Beide Enzyme katalysieren den
Glukosyltransfer von UDP-Glukose auf das Dihydrochalkon
Phloretin, wobei Phlorizin (OGT) und Nothofagin (CGT) als
Produkt gebildet werden (Schema 1). Die wichtigsten Struk-
turmerkmale, welche CGT von OGT unterscheiden, konnten
daher in zwei sehr �hnlichen und gut analysierbaren chemi-
schen Reaktionen untersucht werden. Um einen Spezifit�ts-
wechsel in beiden GTs zu erreichen, wurde ein minimaler
Umbau des aktiven Zentrums basierend auf mechanistischen
und strukturellen �berlegungen durchgef�hrt. Wir zeigen,
dass ein Asp, das in pflanzlichen OGTs dazu dient, ein ka-
talytisches His f�r die Funktion als Brønsted-Base auszu-
richten (Schema 1, Abbildung 1),[1b] eine zentrale Rolle in der
OGT-CGT-Umwandlung spielt. Neben praktischen Anwen-

dungen im GT-Engineering haben die hier gezeigten Ergeb-
nisse auch wichtige mechanistische Bedeutung. Sie liefern
�berzeugende Unterst�tzung f�r eine direkte Aryl-C-Gly-
kosylierung nach einem Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanis-
mus, w�hrend sie nicht im Einklang mit einem alternativen
zweistufigen Prozess mit anf�nglicher O-Glykosylierung ge-
folgt von einer stereochemisch kontrollierten Fries-�hnlichen
O/C-Umlagerung (Schema 1) sind.[7b] Die Art der glykosidi-
schen Bindung scheint durch pr�zise Positionierung des Ak-
zeptors bestimmt, wobei das konservierte His wahrscheinlich
eine maßgebliche Rolle spielt.

Als komplement�res Enzympaar haben wir CGT aus
Oryza sativa (Reis; OsCGT)[14] und OGT aus Pyrus commu-
nis (Birne; PcOGT)[15] ausgew�hlt. Beide Enzyme gehçren
zur Familie GT-1 der Glykosyltransferasen. Ihre Aminos�u-
resequenzen weisen 30% Identit�t auf. Wir haben OsCGT
und PcOGT gegen ihre engsten Verwandten unter den
pflanzlichen Vertretern aus der Familie GT-1 modelliert. Das
Enzym aus Vitis vinifera (VvOGT; Weinrebe) erwies sich
dabei als die strukturell �hnlichste OGT mit aufgekl�rter

Kristallstruktur. F�r VvOGT wurde die Struktur eines ter-
n�ren Komplexes aus Enzym, inaktivem UDP-Glukose-
Analogon, und phenolischem Akzeptor ermittelt.[13] Abbil-
dung 1 zeigt die �berlagerten Strukturen der beiden model-
lierten aktiven Zentren von OsCGT und PcOGT sowie die
Struktur des aktiven Zentrums von VvOGT. Der Vergleich
zeigt, dass die Position des angenommen katalytischen His in
OsCGT und PcOGT sehr �hnlich jener des His in VvOGT ist.
Des Weiteren �berlagert Asp118 von PcOGT mit dem ho-
mologen Asp119 von VvOGT, wobei Asp eine Wasserstoff-
br�cke zum His bildet. Die hohe Konservierung von Asp und
His in pflanzlichen OGT-Sequenzen[13–16] weist auf ein kata-
lytisches Konsensusmotiv in O-Glycosyltransferasen hin
(siehe die Hintergrundinformationen; Abbildung S1). Umso
mehr ist es bemerkenswert, dass OsCGTeine Modifikation in
diesem „Asp-His“-Motiv des aktiven Zentrums aufweist
(Abbildung 1). Diese Modifikation ergibt sich wahrscheinlich
aus einem Austausch von Ile-Asp zu Asp-Ile in der Sequenz
von OsCGT (Asp120, Ile121) im Vergleich zu PcOGT
(Ile117, Asp118). Es resultiert daraus ein hypothetischer
Zusammenhang zwischen Enzymstruktur und katalytischer
Funktion als OGT oder CGT. Dieser Zusammenhang wurde
durch kombinatorische Mutagenese der Reste der Ile-Asp-
Dyade beider Enzyme untersucht (Tabelle 1).

Wir haben native sowie ortsgerichtet mutierte OsCGT
und PcOGT in E.-coli-Kulturen als Fusionsproteine mit N-
terminalen Strep-tag II exprimiert (siehe Abbildung S2). Ein
empfindlicher HPLC-Assay zur Bestimmung und Quantifi-
zierung der Glykosylierungsprodukte wurde entwickelt, und
die Produktidentit�t wurde NMR-spektroskopisch bestimmt
(siehe die Hintergrundinformationen). OsCGT bildete aus-
schließlich das 3’-C-Glykosid Nothofagin, wohingegen
PcOGT einzig das 2’-O-Glykosid Phlorizin synthetisierte
(Schema 1; Tabelle 1). Weiter unten beschriebene OsCGT-
Mutanten bildeten ein weiteres Produkt, das als 4’-O-Gly-
kosid identifiziert wurde (Tabelle 1). Der HPLC-Assay wurde
zur Aufnahme von Zeitverl�ufen der Reaktionen von nativen
und mutierten Enzymen verwendet (Abbildung S3). Tabel-

Abbildung 1. �berlagerung der modellierter Strukturen von OsCGT
(gr�n) und PcOGT (orange) mit der experimentell bestimmten Struk-
tur des tern�ren VvOGT-Komplexes (grau; PDB-Nummer: 2C1Z).[13] In
OsCGT ist die Position des Asp verschoben und die in beiden OGTs
vorhandene His-Asp-Dyade dadurch aufgebrochen.

Tabelle 1: Spezifische Aktivit�ten von OsCGT und PcOGT in Wildtyp und
Mutanten sowie Produktverteilung in den Reaktionen.

Enzym Mutation Motiv Sp. Akt.[a] % Glykosid[a]

[mUmg�1] 3’-C 2’-O 4’-O

PcOGT

– ID 4300 – 100 –
I117D[b] DD >3 <30 >70 –
D118I[b] II >0.3 >90 <10 –
I117D_D118I[b] DI >0.5 >95 – –

OsCGT

– DI 3300 100 – –
I121D DD 3.4 49 43 8
D120I II 0.56 83 7 9
D120I_I121D ID 0.078 80 9 11

[a] Spezifische Aktivit�t und Produktverteilung wurden mit HPLC ge-
messen (100 mm Phloretin, 600 mm UDP-Glukose, pH 7.0). mU = mUnit
= nmolmin�1. [b] Aufgrund schwacher Proteinexpression in E. coli war
die Menge an verwendbarem Enzym in den Assays limitiert, und die
Genauigkeit der Bestimmung auf den angegebenen Bereich begrenzt.
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le 1 zeigt die spezifischen Aktivit�ten aller verwendeten
Enzyme und beschreibt die Produktverteilungen in den Re-
aktionen. Es ist bekannt, dass einige GTs neben der normalen
Umsetzung auch die Hydrolyse des Glykosyldonors in einer
schwachen Nebenreaktion katalysieren.[17] Mutationen
kçnnten diese „Irrtumshydrolyse“ beg�nstigen, und wir
�berpr�ften deshalb alle Enzyme in Tabelle 1 auf UDP-
Freisetzung aus UDP-Glukose in An- und Abwesenheit des
Akzeptors Phloretin. In keinem Fall war Hydrolase-Aktivit�t
messbar, wodurch das spezifisch katalytische Verhalten als
Glykosyltransferase best�tigt wurde. Tabelle 1 zeigt, dass
Mutagenese im Ile-Asp-Motiv von PcOGT im Vergleich zum
nativen Enzym zu einem erheblichen Verlust an spezifischer
Aktivit�t f�hrte. Dieser Effekt war im Fall von OsCGT noch
deutlicher ausgepr�gt. Modifikationen im entsprechenden
Asp-Ile-Motiv verringerten die spezifische Aktivit�t um
mindestens drei Grçßenordnungen. Ungeachtet der niedri-
gen Aktivit�ten zeigten Mutanten von PcOGT und OsCGT
mit teilweisem oder vollst�ndigem Motivwechsel im aktiven
Zentrum jedoch deutliche Ver�nderungen der Spezifit�t der
glykosidischen Bindungskn�pfung, die beinahe perfekt mit
der Hypothese aus Abbildung 1 �bereinstimmten. In PcOGT
ergab sich eine deutlich st�rkere Spezifit�ts�nderung von
OGT zu CGT durch die Mutation Asp118!Ile (D118I) im
Vergleich zu Ile117!Asp (I117D). Dies stimmt mit der An-
nahme �berein, dass die His-Asp-Wechselwirkung ein be-
stimmendes Element der OGT-Aktivit�t ist, und ihre Unter-
bindung in D118I sollte daher zu CGT-Aktivit�t f�hren. Die
Spezifit�t der I117D-Mutante, die neben OGT geringe CGT-
Aktivit�t zeigte, kann etwa durch eine abgeschw�chte His-
Asp-Bindung durch Stçrung durch den eingef�hrten Asp117-
Rest erkl�rt werden. Die PcOGT-Doppelmutante
I117D_D118I weist im aktiven Zentrum einen kompletten
Austausch des OGT- gegen das CGT-Motiv auf und verhielt
sich als perfekte CGT, die Nothofagin als einziges Produkt
bildete.

Die vorgeschlagene Struktur-Funktions-Beziehung von
OGT und CGT wurde durch komplement�re Entwicklung
von OGT-Aktivit�t in OsCGT best�tigt. Austausch des nati-
ven Ile121 gegen Asp sollte eine OGT-�hnliche Asp-His-Se-
quenz im aktiven Zentrum ermçglichen. Die resultierende
I121D-Mutante ist eine unspezifische O/C-Glykosyltransfe-
rase, die einen �hnlichen Grad an O- und C-Glykosylie-
rungsaktivit�t aufwies. Die OGT-Aktivit�t war haupts�chlich
auf das 2’-OH von Phloretin gerichtet, beinhaltete aber auch
das 4’-OH als alternative Glukosylierungsposition. CGT-zu-
OGT-Spezifit�tswechsel aufgrund der D120I-Mutation in
OsCGT war nicht identisch, aber im Allgemeinen gut ver-
gleichbar mit dem OGT-zu-CGT-Spezifit�tswechsel der
D118I-Mutation in PcOGT. Die OsCGT-D120I-Mutante
weist genauso wie die PcOGT-D118I-Mutante eine Ile-Ile-
Abfolge im aktiven Zentrum auf. Die O/C-Glukosidvertei-
lung war in diesen beiden analogen OGT- und CGT-Varian-
ten beinahe identisch mit einer deutlichen Pr�ferenz f�r C-
Glykosylierung und nur geringen Mengen an gebildeten O-
Glukosiden. Diese Spezifit�ten sind in vollkommener �ber-
einstimmung mit den Erwartungen an Enzymvarianten,
denen Asp in einer geeigneten Position f�r katalytische
Funktion als OGT fehlt. Interessanterweise unterschied sich

OsCGT_D120I von PcOGT_I118D darin, dass Glykosylie-
rung sowohl an 2’-OH als auch an 4’-OH stattfand, w�hrend
die PcOGT-Mutante vollst�ndig spezifisch f�r 2’-OH war
(Tabelle 1). Der Fall der OsCGT-Doppelmutante
D120I_I121D zeigte jedoch Limitierungen unseres einfachen
Models in der Vorhersage der St�rke der Spezifit�ts�nderung
durch Aminos�ureaustauch im Ile-Asp-Motiv. W�hrend vor-
wiegend OGT-Aktivit�t erwartet wurde, verhielt sich die
Doppelmutante eher als „fehlerbehaftete“ CGT, die geringe
OGT-Nebenaktivit�t sowohl an 2’-OH als auch 4’-OH auf-
wies. Es ist bekannt, dass Mutationen im aktiven Zentrum
unvorhergesehene Effekte auf die Enzymfunktion haben
kçnnen, da Struktur�nderungen nicht strikt lokal sind, son-
dern das aktive Zentrum als Ganzes beeinflussen.[18] Wir
glauben daher, dass die Eigenschaften der D120I_I121D-
Doppelmutante stçrende Nachbarschaftseffekte im aktiven
Zentrum von OsCGT widerspiegeln. Die sehr geringe spezi-
fische Aktivit�t der Mutante ist wahrscheinlich auch ein
Ausdruck solch sekund�rer Effekte. Ungeachtet dieser nicht
ungewçhnlichen Schwierigkeiten zeigen unsere Ergebnisse
eindeutig, dass bestimmte Motive des aktiven Zentrums von
pflanzlichen GTs gefunden wurden, welche die Funktion als
Aryl-OGT oder Aryl-CGT definieren. Die hier pr�sentierten
Ergebnisse schlagen eine unmittelbare Designstrategie f�r
die Modifizierung der Art der glykosidischen Bindungs-
kn�pfung in pflanzlichen GTs vor. Die Umwandlung von
nativer OGT- in neu kreierte CGT-Aktivit�t w�re von spe-
ziellem Interesse f�r die Entwicklung neuer CGT-Katalysa-
toren.

Wir erkannten, dass eine doppelt spezifische OGT/CGT
wie die I121D-Mutante von OsCGT hilfreich f�r die mecha-
nistische Erforschung des enzymatischen C-Glykosyltransfers
sein kçnnte. Falls C-Glykosylierung die Umlagerung eines
zun�chst gebildeten O-Glykosids beinhaltet (Schema 1), w�re
in der Reaktion einer unspezifischen OGT/CGT zu erwarten,
dass der relative Anteil von C-Glykosid im gesamten Trans-
ferprodukt im Lauf der Zeit ansteigt, wodurch die allm�hliche
Umwandlung des O-Glykosids reflektiert w�rde. F�r eine
enzymatische Reaktion mit direktem O- und C-Glykosyl-
transfer hingegen w�rde man ein konstantes Verh�ltnis von
O/C-Glykosylierungsprodukten erwarten, so lange die Re-
aktion weitgehend unter Anfangsbedingungen verl�uft. Wir
haben daher einen Zeitverlauf der O- und C-Glukosidbildung
der I121D-Mutante aufgenommen und zeigen in Abbil-
dung 2a, dass die Konzentration jedes Produkts linear mit der
Zeit anstieg. Dies weist auf ein konstantes molares Verh�ltnis
der Glukosyltransferprodukte w�hrend der Reaktion hin.
Dieselbe Analyse des Zeitverlaufs wurde auch auf alle an-
deren doppelt spezifischen O/C-GTs in Tabelle 1 angewen-
det. In allen F�llen war die Produktverteilung unbeeinflusst
von Reaktionszeit und Grad des Substratumsatzes.

Als N�chstes bestimmten wir die pH-Abh�ngigkeit der
Glykosidbildung durch die I121D-Mutante und zeigen die
Resultate in Abbildung 2b. Die pH-Profile von C- und O-
Glykosidsynthese unterschieden sich klar voneinander, und
zus�tzlich hatte die pH-Ver�nderung starken Einfluss darauf,
welche Hydroxygruppe glukosyliert wurde. Die beobachteten
pH-Abh�ngigkeiten scheinen im Einklang mit dem mecha-
nistischen Vorschlag der direkten C-Glykosylierung zu sein.
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Ver�nderungen des pH-Werts kçnnten den bevorzugten
Bindemodus zwischen Substrat und Enzym und damit auch
die Spezifit�t der glykosidischen Bindungskn�pfung beein-
flussen. Anzumerken ist hierbei, dass Phloretin (pKS-Werte:
7.0, 9.4 und 10.5)[19] im untersuchten pH-Bereich mehrere
Ionisierungszust�nde aufweist. Es ist schwieriger, die pH-
Abh�ngigkeit mit einem Mechanismus �ber O/C-Umlage-
rung in Einklang zu bringen. Die beinahe vollst�ndige Ab-
wesenheit von O-Glukosylierung bei hohem pH w�rde vor-
aussetzen, dass die katalytische Umlagerung wesentlich
schneller als die Freisetzung des enzymgebundenen O-Gly-
kosids geschieht. Eine pH-Senkung m�sste dann das Ver-
h�ltnis zugunsten von Dissoziation des O-Glykosids ver�n-
dern. Nichtsdestotrotz bedingt die Beobachtung, dass die O-
Glukosylierung der I121D-Mutante eine pH-abh�ngige Re-
gioselektivit�t aufweist, eine unterschiedliche Anlagerung
von Phloretin an die Akzeptor-Bindestelle, sodass bei pH 7
oder niedriger die Glukosylierung beinahe ausschließlich an
2’-OH stattfindet, w�hrend bei pH 8 oder hçher die Reakti-
vit�ten von 2’-OH und 4’-OH beinahe identisch sind.

In einer weiteren kinetischen Analyse der Reaktion der
I121D-Mutante wurde der Einfluss der Akzeptorkonzentra-
tion auf die Verteilung der Glukosyltransferprodukte unter-
sucht. Abbildung 2c zeigt, dass bei niedrigen Phloretinkon-
zentrationen die C-Glukosylierung deutlich �berwog. Eine
Anhebung der Akzeptorkonzentration hingegen erhçhte die
O-Glukosylierung (haupts�chlich an 2’-OH, aber auch an 4’-
OH), so dass sie letztendlich die C-Glukosylierung �berstieg,
welche bei hohen Phloretinkonzentrationen abnahm. Eine
Datenanalyse zeigte, dass die Phloretin-Halbs�ttigungskon-
stante f�r die Phlorizinbildung (KM = 324 mm) innerhalb der
Fehlerrate identisch mit der Phloretin-Inhibierungskonstante
f�r die Nothofaginbildung war (Tabelle S4). Entsprechend
dem Parameter kcat/KM, welcher die enzymatische Reaktion
unter limitierenden Phloretinkonzentrationen beschreibt,
bevorzugt die I121D-Mutante die Nothofaginbildung unge-
f�hr f�nffach �ber die Phlorizinbildung (Tabelle S4). Die
durch Abbildung 2 implizierte direkte Konkurrenz zwischen
O- und C-Glukosyltransfer in Abh�ngigkeit der Akzeptor-
konzentration ist unerwartet f�r eine Reaktion �ber eine O/
C-Glykosidumlagerung, w�hrend sie ausgezeichnet mit den
Erwartungen f�r eine direkte O- und C-Glykosylierung
�bereinstimmt.

Schließlich untersuchten wir die Umsetzung von Phlorizin
(60 mm) zu Nothofagin in Gegenwart von OsCGT_I121D
(6.7 mm) und UDP (1 mm). Es gab keine Reaktion oberhalb
der Nachweisgrenze (ca. 1 %), und Phlorizin war 48 h stabil.
Dieses Ergebnis spricht stark gegen eine katalytische O/C-
Umwandlung im CGT-Mechanismus.

Zusammengefasst ziehen wir den Schluss, dass PcOGT
und OsCGT zwischen 2’-O- und 3’-C-Glukosylierung von
Phloretin haupts�chlich durch die relative Positionierung von
Akzeptor und Zuckerdonor unterscheiden. Teilweise De-
protonierung von Phloretin am 2’-OH durch ein konserviertes
His stellt dabei ein gemeinsames katalytisches Motiv der
beiden enzymatischen Reaktionen dar. Nukleophiler Cha-
rakter wird direkt am O2 und durch Resonanz auch am C3 in
ortho-Position dazu hervorgerufen (Schema 1). Die C-Gly-
kosylierung wird, genauso wie die O-Glykosylierung,[8] durch

Abbildung 2. Mechanistische Studie von OsCGT_I121D basierend auf
detaillierter kinetischer Analyse der Glukosylierung von Phloretin. Zeit-
(a) und pH-Abh�ngigkeit (b) der Produktbildung; c) Abh�ngigkeit der
spezifischen Produktbildungsgeschwindigkeiten von der eingesetzten
Akzeptorkonzentration.
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eine einfache nukleophile Substitution am anomeren Koh-
lenstoffatom erreicht. Solch eine Reaktion kann auch als
Friedel-Crafts-�hnliche direkte Alkylierung des phenolischen
Akzeptors in einer elektrophilen aromatischen Substitution
beschrieben werden. Die nukleophile Substitution beinhaltet
wahrscheinlich die Bildung eines Glykosyl-Oxocarbeniumi-
on-�hnlichen �bergangszustands, wobei das positiv geladene
anomere Kohlenstoffatom sowohl durch die UDP-Abgangs-
gruppe als auch durch das angreifende Carbanion, wie in
Schema 2 angedeutet, stabilisiert wird. Bechthold und Kol-
legen haben einen �hnlichen Mechanismus f�r eine bakteri-
elle CGT[11] vorgeschlagen, die strukturell nicht mit OsCGT
verwandt ist.

Um dieselbe basenkatalytische Funktion des His an
einem Akzeptormolek�l, das variabel f�r Reaktion am O2
oder C3 angelagert ist, zu erreichen, scheinen die entspre-
chenden His in den aktiven Zentren von OGT und CGT in
einer unterschiedlichen Mikroumgebung positioniert zu sein
(Abbildung 1). Neben sterischen Effekten („Positionierung“)
kçnnen auch weitere chemische Faktoren, welche die Selek-
tivit�t von konkurrierender O- und C-Alkylierung von
Phenoxid-Ionen beeinflussen (z. B.: Lçsungsmitteleigen-
schaften, Charakter des �bergangszustands), in den einzel-
nen Enzymen optimiert worden sein.[20] Die zentrale Idee
dieser Studie, dass kleine �nderungen in der Struktur des
aktiven Zentrums die Spezifit�t der glykosidischen Bindung
ver�ndern kçnnen, wird durch die Literatur gest�tzt.[21] Durch

Punktmutationen konnte N-Glykosylierungsaktivit�t in eine
OGT eingebracht und auch von einer doppelt spezifischen O/
N-Glykosyltransferase entfernt werden. Interessanterweise
wurden Struktur�nderungen in der His-Asp-Dyade der OGT
(Abbildung 1) als Grund f�r die ungewçhnliche N-Glyko-
sidbildung angesehen.

Wir hoffen, dass hier beschriebene Fortschritte in der
Aufkl�rung der Struktur-Funktions-Beziehung und mecha-
nistischen Charakteristika von pflanzlichen CGTs, im Ver-
gleich zu den entsprechenden OGTs, die Entwicklung von
neuen CGT-Katalysatoren durch gezielte Umgestaltung des
aktiven Zentrums der zahlreichen O-Glykosyltransferasen
stimulieren werden.
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