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Enzymatic synthesis of oligosaccharides by exoglycosidases
Summary

The review is focused on recent advances in the enzymatic synthesis of oli-
gosaccharides by exoglycosidases. Reversed hydrolysis, transglycosylation and
glycosidase-mediated coupling have been discussed. Relations between cataly-
tic properties ofthe enzyme used, acceptor molecular structure and their effect
on the synthesis results have been highlighted. The work contains 55 references
the majority of which appeared after 1996.
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1. Wstep

Biatka, kwasy nukleinowe i polisacharydy sg najwazniejszymi
makromolekutami $wiata ozywionego. Ich struktura, funkcje
i synteza byly od dawna w centrum zainteresowania wietu gene-
racji chemikoéw. Dzisiaj polipeptydy i polinukleotydy, sktadajgce
sie z dziesigtkbw monomerycznych sktadnikéw, rutynowo otrzy-
muje sie stosujac automatyczne syntezatory. Tymczasem po-
taczenie tylko trzech réznych monosacharydéw dwoma réznymi
wigzaniami glikozydowymi w wiekszosci przypadkow jest nadal
powaznym problemem syntetycznym. Ograniczenia chemicz-
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nych metod mozna czasem oming¢ stosujgc in vitro wybrane enzymy. Wspotczesne
osiggniecia enzymatycznej i chemoenzymatycznej syntezy oligosacharydéw sg ujete
w licznych artykutach przeglgdowych (1-6).

Celem artykutu jest przedstawienie rezultatéw uzyskanych w enzymatycznej
syntezie oligosacharydéw po roku 1996. jest on tematycznie zawezony do najcie-
kawszych badan, w ktérych wykorzystano hydrolazy glikozydowe. W celu wtasciwe-
go przedstawienia najnowszych dokonan zamieszczono réwniez wybrane wyniki
prac z lat wczesniejszych. Przeglad koncentruje sie na problemach kontroli struktu-
ry molekularnej produktéw syntezy.

2. Odwrotna hydroliza sacharydow

Egzoglikozydazy (7,8) pochodzace z r6znych zrodet sg tatwo dostepne i stosun-
kowo niedrogie. Zazwyczaj sg to preparaty zawierajagce domieszki innych enzymow,
rzadziej preparaty oczyszczone. W literaturze opublikowano wiele szczegétowych
sposobow oczyszczania roznych glikozydaz oraz opiséw ich zastosowania w bada-
niach lub praktyce przemystowej. Schemat przemian jakim ulegajg zwigzki oznaczo-
ne jako donor D-X, akceptor A-Y i produkt P-Y w enzymatycznych reakcjach katali-
zowanych przez egzoglikozydazy jest przedstawiony na rysunku 1.

D-OH
(HO)
H AY (OH)N-1
S:T, RH 0

(HO) (HO)Nn

D-X Glikozydaza P-Y HX

Rys. 1. Typowe przemiany sacharydéw pod wplywem egzoglikozydaz.

Oznaczenia: 5 - synteza; T - transglikozyiacja; RH - odwrotna hydroliza; H - hydroliza;
D-OH - produkt hydrolizy; D-X - donor; A-Y - akceptor; P-Y - produkt syntezy

X = oil R, R =U Y = oH
= Sach = CH3 = OR”
= pNP = CH20H = SR”
=F = CH20AC - Sach

(i inne) (i inne) (i inne)

Sach ; (oligo) sacharyd; pNP : p-nitrofenyloksy; Ac : acetylo; R” : dowolna dopuszczalna grupa
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Reakcja odwrotnej hydrolizy jest kontrolowana termodynamicznie i polega na
odwrdoceniu naturalnej hydrolitycznej funkcji enzymu w kierunku tworzenia wigzan
glikozydowych. Mozna to osiggnaé stosujac substrat D-OH w wysokich stezeniach
lub dodatek rozpuszczalnika organicznego mieszajgcego sie z wodg. Zazwyczaj sg
to dlugotrwate procesy zachodzace w podwyzszonej temperaturze. Wydajnosci
osiggane ta metoda nie przekraczajg zwykle 15%, przy czym mogga powstawac liczne
produkty uboczne. Z tego powodu izolowanie i oczyszczanie koricowych produk-
tow bywa utrudnione (3). Jednakze niska cena substratoéw i prostota procesu powo-
duja, ze nawet 0,5% wydajnos¢ reakcji odwrotnej hydrolizy moze by¢ satysfakcjo-
nujaca, jak stwierdzono w przypadku syntezy GIcNAcpi-2Man (9).

jednym z najciekawszych przyktadoéw zastosowania odwrotnej hydrolizy jest
opisana przez Suwasono i Rastalla (10) synteza oligosacharydéw katalizowana
przez specyficzng a-1,2-mannozydaze Aspergillus phoenicis. Reakcje prowadzono 5
dni w temperaturze 55°C, przy 60-70% koncentracji D-mannozy i w obecnosci
0,055 J/ml enzymu uzyskujac maksymalnie 22% wydajnosci disacharydu, 8% trisa-
charydu i 3% tetrasacharydu. Co najwazniejsze, po raz pierwszy uzyskano abso-
lutng regioselektywnos¢ w tworzeniu wigzania a-l ,2-mannozydowego. Zsynte-
tyzowane zwigzki sg sktadnikami waznych wysokomannozowych oligosacharydow.
Ze wzgledu na trudnosci w ich chemicznej syntezie sg bardzo drogie. Nalezy za-
uwazy¢, ze spektakularny sukces opisanej reakcji odwrotnej hydrolizy wynika!
ze starannego wyboru specyficznego enzymu dla a-l ,2-mannanu, jak réwniez
z dokonanej optymalizacji warunkoéw reakcji. Oligomeryczny skltad produktow,
regioselektywnos¢, stereoselektywnos¢ byty zalezne od wihasciwosci enzymu.
Wydajnos¢ reakcji w duzym stopniu, za$ oligomeryczny skltad w mniejszym, byty
kontrolowane przez warunki reakcji, w tym zwlaszcza przez poczatkowe steze-
nie D-mannozy.

3. Transglikozylacja z udziaiem aktywowanych i specyficznych donoréw

Synteza oligosacharydoéw katalizowana przez egzoglikozydazy w warunkach
kontroli kinetycznej, czyli transglikozylacja, wykorzystuje jako donory D-X albo
specyficzne dla zastosowanego enzymu disacharydy badz polisacharydy (X =
Sach), lub tzw. aktywowane donory (11-15) (X = np. pNP, 3-nitro-2-pirydyl lub F).
Donory te tatwo tworzg z enzymem glikozylujagcy kompleks (12), ktéry reaguje
z zewnetrznym nukleofilem A-Y, tworzgc nowe wigzanie glikozydowe produktu
P-Y.

Akceptorem A-Y moze by¢ dowolny (oligo) cukier (Y = OFl) lub glikozyd, w kt6-
rym aglikon Y jest najczesciej niehydrolizowalny przez enzym, natomiast glikon
moze miec niektére grupy hydroksylowe zablokowane np. R' = CFI20AC. Akceptora-
mi mogg by¢ rowniez aminosacharydy (16-18) jak tez zwigzki niecukrowe, zwlasz-

cza niecLikrowe alkohole (13).
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Produkt P-Y jest disacharydem, oligosacharydem lub odpowiednim glikozydem
0 strukturze molekularnej kontrolowanej przez czynniki szczeg6towo omdéwione
w dalszej czesci artykutu.

3.1. Kontrola stereoselektywnosci reakcji transglikozylacji

Reakcje transglikozylacji sg zwykle stereospecyficzne co wynika z natury proce-
su katalizy enzymatycznej. Dla poréwnania trzeba zaznaczy¢, ze kontrola stereose-
lektywnosci glikozylacji prowadzonej metodami klasycznej syntezy organicznej jest
jednym z trudniejszych, strategicznych probleméw (19,20).

3.2. Kontrola ubocznej reakcji hydrolizy

Wspomniano, ze w reakcji transglikozylacji czesto uzywa sie tzw. aktywowanych
donoréw, zwlaszcza nitrofenylowych glikozydoéw oraz fluorkéw glikozylowych (12).
Dla takich donorow efektywnosc¢ katalityczna enzymu kj-at/k,, jest wyzsza niz w od-
niesieniu do produktéw syntezy (21). Cho¢ tworzenie produktu syntezy jest prefe-
rowane kinetycznie, hydroliza jest zawsze kontrolowana termodynamicznie. Reak-
cja musi by¢ zatem monitorowana i zatrzymywana po zuzyciu donora, aby zminima-
lizowaé enzymatyczng hydrolize produktu koricowego P-Y. Hydrolitycznemu rozpa-
dowi ulega réwniez kompleks donora D-X z enzymem, co prowadzi do wydzielania
D-OH, ktéry nie wykazuje juz wiasciwosci glikozylujgcych (rys. 1). Wydzielajacy sie
kwas HX, zwlaszcza p-nitrofenol przy stezeniach >0,15 mola/litr catkowicie bloku-
je proces transglikozylacji (22). W przypadku fluorkéw glikozylowych trzeba mie¢
takze na uwadze mozliwos¢ ich czysto chemicznej hydrolizy.

Selektywna hydroliza produktu koncowego moze prowadzi¢ do btedéw w inter-
pretacji wynikdw syntezy. Mozna w tym miejscu postuzy¢ sie przyktadem z pracy
Ajisaki i in. (23), ktérzy badali a-1 ,3-fukozylacje D-glukozy i D-GIcNAc pod wptywem
nowej a-L-fukozydazy Penicillium multicolor. Stosujgc jako donor a-L-Fuc-pNP otrzy-
mali oni Fucal-3Glc i Fucal-3GIcNAc regiospecyficznie. Autorzy udowodnili, ze ob-
serwowana regiospecyflcznos¢ jest pozorna. W rzeczywistosci tworzy sie tez pro-
dukt P-1,6- fukozylacji, ktéry jednak jest szybko hydrolizowany. W mieszaninie po
reakcji pozostaje wytgcznie produkt a-l ,3-fukozylacji ulegajacy hydrolizie powoli.

Przedstawiony skrétowo problem hydrolizy donora D-X i produktu transglikozy-
lacji P-Y jest gtbwnym powodem obnizania wydajnosci syntezy. Nic dziwnego, ze
jest to obszar wielu wysitkéw naukowych zmierzajgcych do eliminacji lub ograni-
czenia hydrolitycznej degradacji reagentow. Typowym, czesto skutecznym podej-
Sciem jest dodatek rozpuszczalnika organicznego obnizajacego stezenie wody w $ro-
dowisku reakciji, lub nawet prowadzenie procesu w rozpuszczalnikach organicznych
nie mieszajgcych sie z wodg. Wprawdzie hydroliza ulega ograniczeniu, ale pojawiajga
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sie problemy ze stabilnoscig i aktywnoscig enzymu w nienaturalnym dla niego $ro-
dowisku (24,25).

W ostatnim czasie pojawito sie kilka oryginalnych i perspektywicznych metod
transglikozylacji, w ktérych uboczna reakcje hydrolizy wyeliminowano w powaznym
stopniu. W pracach Mori i Okahaty (26) oraz Mesiano i in. (27) opisano np. proces
transgalaktozylacji z uzyciem pokrytej warstwa lipidowg p-galaktozydazy, ktéry byt
prowadzony w srodowisku nadkrytycznego CO2. Wiasciwosci nadkrytycznego CO2
jako rozpuszczalnika dla wprowadzonych substancji moga by¢ tatwo zmieniane
w sposob ciagly, przez zmiane cisnienia lub temperatury. Taki ,rozpuszczalnik” jest
nietoksyczny i po procesie moze by¢ tatwo usuniety przez dekompresje.

W reakcji tej uzyty zostat p-nitrofenylo-p-D-galaktopiranozyd jako donor, 5-feny-
lopentan-l-ol jako akceptor oraz pokryta warstwg lipidowg p-D-galaktozydaza z Ba-
cillus circulans - dobrze rozpuszczalna w nadkrytycznym CO2. Po 3 godzinach (40°C,
150 atm.) uzyskano 12% wydajno$¢ produktu transglikozylaciji.

Interesujace wyniki biokatalizy w Srodowisku nadkrytycznego CO2 opublikowali
ostatnio Matsumura i in. (28). W jednoetapowym procesie transglikozylacji n-okta-
nolu ksylanem, otrzymali mieszanine n-oktylowych-p-D-glikozydéw ksylotriozy, ksy-
lobiozy i ksylozy - zwiazkdéw, ktére nalezg do nowej generacji substancji po-
wierzchniowo czynnych. Biokatalizatorem byty wysuszone acetonem komorki hure-
obasidium pullulans KK415(ATCC201145) wykazujgce aktywnos¢ ksylanazy i p-ksylo-
zydazy (28). W badaniach stwierdzono decydujacy wptyw obecnosci nadkrytycznego
CO2 na tworzenie alkilotriozydu, ktory wykazuje najkorzystniejsze wtasciwosci spo-
sréd otrzymanych produktéw transglikozylacji. Wczesniej Matsumura i in. (29) opra-
cowali sposéb bezposredniej transglikozylacji prowadzacej do otrzymania n-bu-
tylo-2-amino-2-deoksy-p-D-glukopiranozy. Proces prowadzono w $rodowisku wodno-or-
ganicznym. Zastosowano polimeryczny donor chitozan oraz n-butanol. Zrédiem
egzo-p-D-glukozoaminidazy katalizujgcej proces byty komaorki Penicilliuin funiculosum
KY616. Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 30°C otrzymano produkt z wydaj-
noscig 210 mg/lg chitozanu. Alkilo-2-amino-2-deoksy-p-D-glukopiranozydy sg cenny-
mi substratami w syntezie nowych substancji biologicznie akt™wnych (29).

W innej pracy Li i Wang (30) opisali uzyskany metodami inzynierii genetycznej
zbiér dziesieciu termostabilnych glikozydaz (CLONEV*'ZYME™ Library) pochodzacych
z termofilnych mikroorganizméw. Enzymy te zastosowano w reakcji transglikozyla-
cji D-GIcNAc z p-D-Gal-oNP jako donorem w $rodowisku wodnym (70°C, 30 min).
W najlepszych przypadkach otrzymano 45-61% wydajnosci Gaipi-4GIcNAc, a hydro-
liza mierzona poziomem wydzielonej D-galaktozy zachodzita w 8-18%. Warto zazna-
czy¢, ze dla jednego z enzymdw ze zbioru CLONENZYME™ wydajno$¢ syntezy wy-
nosita 0%, a hydroliza az 86%. Dla poréwnania wydajnos¢ tej samej reakcji z innymi
(3-galaktozydazami wynosita 19-25%, a hydroliza 15-71%.

W jednej z ostatnich prac Mackenzie i in. (21) opisano zastosowanie specyficznie
zmutowane] p-glukozydazy/galaktozydazy (AbgGlu358Ala) z Agrobacterium sp., kto-
ra w potgczeniu z aktywowanym donorem reszt glikozylowych o przeciwnej anome-
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Ala 358

Rys. 2. Proponowany przez Mackenzie i in. (21) mechanizm dziatania zmutowanej p-glikozydazy
AbgGlii358Ala.

rycznej konfiguracji niz w normalnym substracie oraz w obecnosci odpowiedniego
akceptora moze syntetyzowac oligosacharydy, ale nie moze ich hydrolizowaé. Au-
torzy zaproponowali, aby taka glikozydaze nazwa¢ glikosyntaza.

W zmutowanym enzymie katalityczna grupa nukleofilowa COOH, pochodzaca od
Glu w potozeniu 358, zostala zastgpiona grupg metylowg nie majgcg wtasciwosci
nukleofilowych poprzez wymiane Glu na Ala. W efekcie z a-glikozylowymi fluorka-
mi zachodzi transglikozylacja, a hydroliza produktu nie jest mozliwa (rys. 2). Reak-
cje zachodzg regiospecyficznie z nadzwyczaj wysokimi wydajnosciami 70-90%.

W przypadku a-D-Gal-F proces mozna zatrzymac na etapie monogalaktozylaciji,
co prezentuja przyktady (rys. 3). Powstaja wytacznie produkty p-1,4-galaktozylacji,
a jesli akceptorem jest p-D-Xyl-pNP zachodzi wytacznie p-1,3-galaktozylacja.

Reakcja z a-D-Glc-F nie moze by¢ z wysoka wydajnoscig zatrzymana na etapie
monoglukozylacji, gdyz utworzony disacharyd jest doskonatym akceptorem dla en-
zymu i transglikozylacja przebiega dalej (tab. 1). W pewnym stopniu sktad oligome-
ryczny produktéw moze byé kontrolowany przez stechiometrie reagentow (21).

p-D-Glc-pNP aD-Gal-F Galp1-4Glcp-pNP

AbgGlu3s8Ala wydajnosc 84%

p-D-Xyl-pNP aD-Gal-F Galp1-3Xyip-pNP

AbgGlu358Ala wydajnosc 81%

p-D-Man-pNP D-Gal® Gaipi-4Manp-pNP

AbgGlu358Ala wydajnosc 66%

Rys. 3. Transglikozylacja katalizowana przez glikosyntaze AbgGlu358Ala z a-D-Gal-F jako donorem
(wg 21, wybrane 3 przyktady z 6).
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Tabela 1
Transglikozylacja katalizowana przez glikosyntaze AbgGlu358Ala z a-D-Gal-F jako donorem (wg 21, wybra-
ne 3 przyktady z 12)

Produkty P-1,4 glukozylacji (% wydajnosci)
.Akceptor

disacharyd trisacliaryd tetrasacharyd tacznie
p-D-Glc-pNP 38 24 10 72
3-D-Xyl-pNP 12 51 3 66*
p-D-Man-pNP 31 42 6 79

‘wigzanie gliikozydowe P-1,3 z ksylozg

Przedstawiona metoda zostata zastosowana przez autoréw do syntezy cennych
odczynnikéw sacharydowych w gramowej skali (31).

3.3. Kontrola oligomerycxnego sktadu produktéw

Oligomeryczny sktad produktow transglikozylacji katalizowanej przez egzogli-
kozydazy, jest kontrolowany gtdwnie przez wiasciwosci akceptorowe pierwotnych
produktéw, jezeli wkasciwosci te sg drastycznie obnizone, jak ma to czesto miejsce
w przypadku produktéw p-galaktozylacji, reakcja zatrzymuje sie na etapie monogli-
kozylacji. jesli natomiast sa one zblizone, lub korzystniejsze od cech pierwotnego
akceptora, reakcja prowadzi do powstania mieszaniny oligomeréw (21). Proporcje
miedzy oligomerami moga by¢ zmienione na skutek przebiegu réwnolegtych proce-
sOw hydrolizy, degradaciji i in. Oligomeryczny sktad produktéw w pewnym zakresie
moze by¢ kontrolowany przez stechiometrie reagentéw, a w znacznie mniejszym
stopniu zalezny od struktury aglikonu akceptora (21).

3.4. Kontrola regioselektywnosci reakcji transglikozylacji

Regioselektywnos¢ reakcji transglikozylacji katalizowanej przez egzoglikozyda-
zy zalezy, w ogdInosci, od katalitycznych cech enzymu oraz od struktury akceptora.
Tylko w ograniczonym stopniu moze by¢ ona przewidywana (32). Ujmujac to inaczej
mozna powiedzie¢, ze:

- dla nowego enzymu trudno z duzg pewnoscig przewidzie¢ regioselektywnos¢
transglikozylacji ze znanym akceptorem,

- dla nowego akceptora trudno doktadnie przewidzie¢ regioselektywnosc¢ reak-
cji katalizowanej przez znany enzym.
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Znane do tej pory a- i (3-glikozydazy pozwalajg w reakcji transglikozylacji synte-
tyzowac ograniczong liczbe kombinacji rodzajow wigzan glikozydowych miedzy
dwoma réznymi cukrami. Zdecydowana wiekszos¢ takich kombinacji, zwlaszcza
z cukrami majagcymi aksjalne grupy hydroksylowe, jest nieosiggalna.

W stwierdzeniu tym definiuje sie podstawowg niedoskonatos¢ enzymatycznych
metod syntezy oligosacharydéw katalizowanych przez glikozydazy. Dla poréwna-
nia, metodami klasycznej syntezy organicznej mozna zsyntetyzowac¢ kazdy izomer,
na podstawie ciggu doskonale poznanych typow reakcji oraz istniejgcych strategii
selektywnego blokowania wybranych grup funkcyjnych (19,33). jednakze ucigzli-
wos¢, czasochtonnos¢ i koszty organicznej syntezy oligosacharydéw sg, mimo jej
ogolnosci, sitg napedowa badan nad syntezg enzymatyczna.

Regioselektywnos¢ reakcji transglikozylacji katalizowana przez egzoglikozydazy
zalezy od:

- wihasciwosci katalitycznych enzymu,

- struktury glikonu akceptora,

- struktury aglikonu akceptora,

- anomerycznej konfiguracji aglikonu.

3.4.1. Wplyw wiasciwosci katalitycznych enzymu na regioselektywno$c¢ reakcji
transglikozylacji

Montero i in. (32) badajgc reakcje p-galaktozylacji L- i D-ksylozy katalizowanej
przez enzymy pochodzace z réznych zrédet stwierdzili, ze jest mozliwe znalezie-
nie enzymu, ktéry w przewadze syntetyzowatby wybrany regioizomer np. 4-, lub
3- lub 2-0-p-D-galaktopiranozylo-L-(D)-ksyloze. We wnioskach autorzy wyrazili prze-
konanie, ze przeprowadzane proby z wieloma enzymami sg tatwg i bezposredniag
drogg zmiany regioselektywnos$ci reakcji transglikozylacji w pozadanym kierunku.
Po znalezieniu najlepszego enzymu do syntezy danego produktu, jest mozliwa po-
prawa wydajnosci i regioselektywnosci poprzez optymalizacje parametrow reakcji
(32,23).

3.4.2. Wplyw struktury glikonu akceptora na regioselektywnos¢ reakcji transgliko-
zylacji

W reakcji transglikozylacji obok celowo wprowadzonego akceptora A-Y (rys. 1)
i niepozgdanego akceptora jakim jest woda, pojawia sie produkt jako akceptor
wtdrny; wtérnym akceptorem moze byé réwniez sam donor D-X (proces autogliko-
zylacji - donor-to-donor selfglycosylation (30)). Dobre przykfady wptywu struktury gli-
konu na regioselektywnos¢ reakcji transglikozylacji (21,22,34,35) pochodzg z pracy
Prade i in. (34). Autorzy stosowali p-glukozydaze [EC 3.2.1.21] Agrobacterium sp.
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charakteryzujacg sie szerokg specyficznoscig substratowa, ktéra umozliwiata stoso-
wanie réznorodnych donoréw.

Tabela 2

Transglikozyiacja katalizowana przez (3-glukozydaze Agrobacterium sp. z P-D-Gal-pNP jako donorem (34)

Produkt (% wydajnosci)

Akceptor
wigzanie P-1,3 wigzanie p-1,4 wigzanie p-1,6
P-D-Glc-SCH"Ph 50,5 16,5 —
p-D-Gal-SCH"Ph 8,8 — 52
P-D-Man-SCH”Ph — 24 —

W zamieszczonych w tabeli 2 wynikach wskazuje sie, ze struktura glikonu ma
istotny wptyw na obserwowang regioselektywnos¢ i wydajnosé reakcji. Z tej samej
pracy (34) pochodzi inny interesujgcy przyktad przedstawiony na rysunku 4. W reak-
cji transglikozylacji tioglikozydéw p-D-Glc-SPh z (3-mannozylowym fluorkiem jako
donorem, otrzymano z wydajnoscig okoto 10% wytgcznie produkty |3-1,3-mannozy-
lacji. p-mannozydowe wigzanie nalezy do trudnych do utworzenia na drodze syntezy
organicznej (36). Zwazywszy dostepnos¢ donora i akceptora, uzyskana wydajnos¢
procesu jest atrakcyjna.

OH
OH
HO ° D-X HO
HO SPh SPh
OH
p-D-Glc-SPh Manpi-3Glcp-SPh wylgcznie

wydajnosé¢ ~ 10%

OH

D-X
SPh SPh

Manpi-3Xyip-SPh wytacznie
wydajnosé ~ 10%

Rys. 4. Transglikozyiacja katalizowana przez ~-g\ukozydaze Agrobacterium sp. z p-D-Man-F jako do-

norem (wg 34).
Oznaczenia: D-X donor: P-D-Man-F; E enzym: p-glukozydaza Agrobacterium sp.
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OH ~OH
HO Umb
D.Gal-oNP P-D-Xyl-Umb
P P p-D-galaktozydaza
E. coli
OH ~"OH
HO Umb
HO
OH OH
wyd. 4,6%

Rys. 5. Transglikozylacja katalizowana przez p-galaktozydaze £ coli z p-D-Gal-pNP jako donorem (22).
Oznaczenia: Umb: 4-metyloiimbelliferyl

Doskonatym sposobem wptywania na regioselektywnosc¢ transgtikozylacji moga
by¢ proste zmiany struktury glikonu poprzez enzymatyczne blokowanie wybranych
grup funkcyjnych (22,37). Interesujacy przyktad takiej strategii pochodzi z pracy
Yasukochi i in. (22).

Badali oni galaktozylacje ksylozydu P-D-Xyl-Umb z (3-D-Gal-pNP jako donorem
katalizowang przez p-galaktozydaze E. coli (rys. 5). Donor zostat tu uzyty w 4-krot-
nym nadmiarze, co podnosito wydajno$¢ produktu Pi (z 15,6% dla 3 moli donora do
20,9% dla 10 moli donora), a takze zwiekszato rozpuszczalno$é akceptora z hydrofo-
bowym aglikonem 4-metylo-umbelliferylowym Umb. Regioselektywno$¢ reakciji
transgtikozylacji pozostawata stata w calym przedziale stezeri donora i wynosita
P1:P2 = 3,1-3,3. Dalsza galaktozylacja produktu Pi jest niemozliwa, gdyz Pi jest do-
brym donorem dla uzytej p-galaktozydazy. Mozna by zatem oczekiwac, ze nastgpi
jego hydroliza, a ewentualna glikozylacja zachodzi¢ bedzie raczej przy C-6. Wobec
tego wykonano enzymatyczng acetylacje grupy hydroksylowej przy C-6 otrzymujac
zmodyfikowany w czesci glikonowej produkt P3 (rys. 6).

wydajnos¢ 85%
Amano PS lipaza immobilizowana na
Celicie; Octan winylu - THF (1:1)

K2CO"MeOH
OH"OAC
0
Umb Umb
OH WO
OH OH
wydajnos¢ 88,7% P-1,3 wylgcznie wydajnos¢ 15,8%

Rys. 6. Transglikozylacja katalizowana przez P-galaktozydaze £ coli z P-D-Gal-pNPJako donorem (22).
Oznaczenia: D-X donor: p-D-Gal-pNP; E enzym: p-D-galaktozydaza £ coli
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Enzymatyczna (3-D-galaktozylacja tego produktu przy 5-krotnym nadmiarze do-
nora prowadzi wytgcznie do p-1,3-glikozylacji z wydajnoscig 15,8% (produkt P4). Hy-
droliza grupy acetylowej w P4 daje produkt P5 niemozliwy do otrzymania przez bez-
posrednig p-1,3-galaktozylacje P].

3.4.3. Wplyw struktury aglikonu akceptora na regioselektywnos$¢ reakcji transgli-
kozylacji

jezeli zmiennym elementem struktury badanego akceptora A-Y w reakcji enzy-
matycznej transglikozylacji jest aglikon Y, to mozna pokusi¢ sie o znalezienie relacji
miedzy strukturg molekularng Y (np. strukturg przestrzenng lub elektronowg), a re-
gioselektywnoscig reakcji. Interesujace przyktady wyraznego wplywu struktury
elektronowej aglikonu na regioselektywnos$¢ enzymatycznych reakcji transglikozy-
lacji s zawarte w pracy Vetere i in. (18) i we wczesniejszych publikacjach Nilssona
(38,39). Z kolei Lopez i Fernandez-Mayoralas (40) opisali reakcje glikozylacji réz-
nych P-D-ksylopiranozydéw uzywajac p-D-Gal-oNP oraz p-D-glaktozydazy z E. coli
(rys. 7). Wyniki ilosciowe zebrane sg w tabeli 3.

Tabela 3

Wptyw struktury aglikonu R w p-D-Xyl-R na wydajnos¢ i regioselektywno$¢ transglikozylacji katalizowanej
przez p-D-glaktozydaze E. coli (wg 40)

Aglikon R akceptora Wydajnosé¢ [%] P-1,3 -1- P-1,4 Regioselektywnos$¢ P-1,3 :P-1,4

OCH-, 6 0:1,0
O(CH7)7CH-, 8 b.d,

OCHpPh 30 1:04
OCH~CH"Ph 25 1:12
Opli 23 1:1,4
SPh 19 1:29
ClzpPlt 15 1:5,0
OPh-4-NO,* 18 1:55
OPh-4-OMe 20 1:16

b.d. brak danych; * elektronoakceptorowy aglikon

(i-D-gal-oNP
P-D-Xyl-R p-1,3 produkt p-1,4 produkt
p-D-glaktozydaza

E.coli

Rys. 7. Transglikozylacja katalizowana przez p-galaktozydaze E. coli z p-D-Gal-oNPJako donorem f40).
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Tylko w przypadku metylowego glikozydu obserwuje sie specyficzne powstawa-
nie produktu (3-1,4-galaktozylacji. W pozostatych przypadkach powstajg obydwa re-
gioizomery, cho¢ w proporcjach znacznie zaleznych od struktury aglikonu. Zaobser-
wowane réznice w regioselektywnosci i wydajnosci sg, wedtug autoréw, zalezne od
elektronowego charakteru aglikonéw, ktéry wynika z obecnosci atomoéw O, S lub C
przy C-1, oraz od hydrofobowej struktury aglikonéw. Istotna jest zwtaszcza diugosé
tancucha tgczacego pierscien fenylowy z centrum anomerycznym.

3.4.4. wptyw anomeryczne) konfiguracji aglikonu akceptora na regioselektywno$é
reakcji transglikozylacji

Anomeryczna konfiguracja aglikonu Y w akceptorze A-Y moze mie¢ znaczny
wplyw na regioselektywnos$¢ enzymatycznie katalizowanych reakcji transglikozyla-
cji (32,34,38,41). Jedng z nielicznych ostatnio opublikowanych prac zajmujgcych sie
tym problemem jest artykut Singha i in. (41). Autorzy badali p-glikozylacje tioetylo-
wych glikozydoéw dwucukrow Glcal-4Glcp-SEt, Glcpi-4Glcp-SEt, Glcpl-6Glcp-SEt za
pomoca p-N-acetyloheksozoaminidazy z Aspergillus oryzae, stosujac jako donor p-ni-
trofenylo-p-O-N-acetylogalaktozoaminid (pNP-p-GalNAc). W przypadku, gdy cukry
byly potaczone aksjalnym wigzaniem a-l ,4 powstawat wytacznie produkt P-1,4-gala-
ktozylacji z wydajnoscig 29%. Natomiast, gdy cukry byly potagczone ekwatorialnym
wigzaniem P-1,4 powstawata mieszanina produktéw P-1,4- i P-1,3-galaktozylacji
w stosunku 3:2 z wydajnoscig 48°6.

3.5. Podsumowanie

Rezultaty enzymatycznej syntezy w postaci okreslonego produktu reakcji sg wy-
nikiem wspoétdziatania wielu czynnikéw, ktére pokrétce omowiono. Wiasciwa kom-
binacja donora, akceptora, enzymu i warunkéw reakcji moze daé¢ w efekcie jeden
oczekiwany produkt. Takie podejscie do enzymatycznej syntezy zwigzkéw o wyso-
kiej uzytecznosci (35,42,9) ilustruja przyktady przedstawione na rysunku 8.

Coraz wieksza znajomos¢ mechanizmoéw reakcji enzymatycznych oraz rozwdj
metod inzynierii genetycznej pozwalaja juz na modyfikacje strukturalng narzedzi ja-
kie oferuje natura w postaci enzymoéw. Zmodyfikowane enzymy wykazujg szereg
unikatowych cech. Rosngce zapotrzebowanie zaréwno nauki jak i przemystu na ta-
kie enzymy uzasadnia ciggly rozwdj inzynierii enzymowe;.
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NHCOOBN OBn
O
OCH2CH HO
\ HO SEt
COOMe NHo
Specyficzna p-1,4-galaktozylacja a) Specyficzna (3-1,3-galaktozylacja
Wydajnos¢ ~ 25% Wydajnosé ~ 30%
(3-galaktozydaza firmy Glycorex AB (3-galaktozydaza Bullera singularis

b) Specyficzna a-l ,4-fukozylacja
Wydajnos¢ - 50%

a-L-fukozydaza z ptuc wotowych

Rys. 8. Przyktady regiospecyficznych glikozyiacji wybranych akceptoréw cukrowych (wg 35,43).

4. Addycyjna glikozylacja glikalami i ich transglikozylacja

W omowionej juz reakcji transglikozylacji, nastepuje podstawienie aglikonu X
w czgsteczce donora D-X na nowy aglikon, ktérym jest akceptor A-Y. Jest to reakcja
stereochemicznie kontrolowana przez uzyty enzym. Powstajg dwa produkty - pro-
dukt transglikozylacji oznaczony na rysunku ! jako P-Y oraz sprzezony kwas HX gru-
py odchodzacej.

Istnieje interesujaca grupa donordw nie opisywanych ogdlnym wzorem D-X, kt6-
re w potaczeniu z odpowiednig glikozydaza tworzg kompleks o whasciwosciach gli-
kozylujacych, przy czym mechanizm glikozyiacji jest zasadniczo odmienny od do-

ORe
R40 Y
RoO N\ D-galaktal
R4
D-ksylal
D-glukal H H H
D-laminarabial Gle(3 H H
D-cellobial H Glcp H
D-gentobial H H Glep HO
OH
Me D-fukal

Rys. 9. Przykladowe wzory strukturalne zwiazkéw z grupy glikali.
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brze poznanego mechanizmu z uzyciem aktywowanych donorow (12). Zwigzki te
strukturalnie wywodzg sie z sacharydéw i sg znane pod ogllng nazwg - glikale. Kil-
ka z nich jest pokazanych na rysunku 9.

Niektore zwigzki z grupy glikali jak np. D-glukal (43-45), D-galaktal (44,46) sg -
zazwyczaj stabymi - inhibitorami niektérych glikozydaz (47) stuzac jako narzedzie
badania mechanizméw ich dziatania (45,46). Endocykliczne wiazanie podwdéjne gli-
kalu odpowiada za jego potkrzestowg konformacije (*H", “Ha) i geometryczne podo-
bienstwo zwigzku do stanu przejsciowego reakcji enzymatycznej hydrolizy oligosa-
charyddow. Kompleksy glikozylujgce z glikalami tworzg sie przez enzymatyczne pro-
tonowanie endocyklicznego wigzania podwojnego zachodzace na weglu C-2.
W efekcie, reakcja z zewnetrznym nukleofilem (H20 lub A-Y) jest klasyczng reakcjg
elektrofilowej addycji. Stad taka glikozylacja moze byé nazwana glikozylacjg addy-
cyjng co odpowiada terminowi enzyme-catalysed addition (49). Na rysunku 10 przed-
stawiono przyktady reakcji enzymatycznych, w ktérych D-glukal uczestniczy jako
donor.

Reakcja hydratacji glikali zachodzi tatwo i jest katatizowana zar6wno przez nie-
ktore a-glikozydazy (50) jak i (3-glikozydazy (49). Produktem hydratacji D-glukatu
jest 2-deoksy-D-glukoza, ktéra moze by¢ réwniez tatwo otrzymana w wyniku che-
micznej hydratacji w 2N wodnym roztworze H2SO4 w temperaturze 10-15°C (51).
Cenniejsze, z praktycznego punktu widzenia, sg reakcje 2-deoksy-glikozylacji in-
nych cukrow (34,49) lub autoglikozylacja (49,52), w ktérej glikal petni role donora
i akceptora.

Pierwsze udane reakcje transglikozylacji z udzialem glikali jako akceptoréw zo-
staly opisane przez Looka i Wonga dopiero w roku 1992 (37) i przez Looka i in. (48).

H,0
Hydratacja

R-OH
Glikozylacja addycyjna

D-Glukal
Autoglikozylacja

regioizomery

Rys. 10. Niektére typy enzymatycznych przemian D-glukalu.
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Na rysunku 11 przedstawiono reakcje p-galaktozylacji D-glukalu i 6-0-acetylo-D-glu-
kalu katalizowang przez enzym z E. coli (37). Po 19-26 godzinach reakcje przerywa-
no, a surowg mieszanine produktow acetylowano w celu utatwienia ich wyodrebnie-
nia i indentyfikacji. Okazato sie, ze D-glukal ulega p-1,3-galaktozylacji, a ubocznie
powstaje regioizomer P-1,6 (P-1,3:P-1,6 =2,3:1, wydajnos¢ 50%). 6-0-acetylo-D-glu-
kal ulega p-1,3-galaktozylacji regiospecyficznie (wydajnos¢ 42% po acetylacji). Auto-
rzy cytowanej pracy wykonali szereg innych eksperymentow stosujgc rozne donory,
akceptory i enzymy (tab. 4).

Préba zastosowania D-laktozy jako tanszego donora reszt galaktozylowych (tab.
4, reakcja 5) zakonczyta sie niepowodzeniem. Powstaje zlozona mieszanina, z kto-
rej interesujgcych produktow Gaipi-3Glukal i Gaipi-6Glukal nie mozna tatwo wyod-
rebni¢. Obserwowano ponadto inhibicje enzymu tymi produktami (1C50~17 mM).
Zupelnym niepowodzeniem zakohczyly sie reakcje P-glukozylacji (reakcje 6,7,8)
i P-N-acetyloglukozoaminidylacji (reakcje 9,10).

Tabela 4

Przyktady enzymatycznych glikozylacji glikali (wg 37,48)

Peracetylowane produkty

Reakcja Donor Akceptor
(wydajnosé (%))
P P-D-Gal-pNP D-glukal Galpl-3Glukal (35%),
Galpl-6Glukal (15%)
2" P-D-Gal-pNP D-galaktal brak reakcji
3" P-D-Gal-pNP L-fukal hydroliza donora
4a p-D-Gal-pNP 6-0-Ac-D-gliikal Galpl-3-(60-Ac)-Glukal (92%)
57 D-laktoza D-glukal Gaipi-3Glukal (niska)
Gaipi-6Glukal (niska)
p-D-Glc-pNP D-galaktal hydroliza donora
p-D-Glc-pNP D-glukal brak reakcji
p-D-Glc-pNP L-fukal hydroliza donora
N P-D-GIcN.4c-pNP D-glukal hydroliza donora
10d p-D-GIcNAc-pNP D-galaktal hydroliza donora

3 reakcja katalizowana przez P-galaktozydaze E. coli,
reakcja katalizowana przez P-glukozydaze z orzechéw,
reakcja katalizowana przez p-N-acetyloglukozoaminidaze,
A reakcja katalizowana przez p-N-acetyloglukozoaminidaze z fasoli.

Produkty otrzymane przez p-galaktozylacje D-glukalu, zwlaszcza za$ Gaipi-
-3Glukal, sg niezwykle uzyteczne w chemicznej syntezie skomplikowanych oligosa-
charydéw (48). Mozna nawet uznaé, ze glikale to obecnie najwazniejsze substraty
w organicznej syntezie tej klasy zwigzkéw (53-55).
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OR
HO A N
HO OAC™MOAC OAcC
p-D-Gal-pNP AcO
OAc
1) p-galaktozydaza
E. coli p-1,3 produkt + p-1,6 produkt

2) Ac,0, pirydyna

Rys. 11. P-Galaktozylacja D-glukalu i 6-O-acetylo-D-gliikalu katalizowana przez p-galaktozydaze

E. coli z p-D-Gal-pNP jako donorem (37).

Oznaczenia: R = H P-1,3 produkt: P-1,6 produkt = 2,3:1 (wyd. 50%), R = Ac p-1,3 produkt

wytacznie (wyd. 42%)
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