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1. Wprowadzenie

ligosacharydy charakteryzuja sie olbrzymig réznorodnoscia strukturalna.
Cecha ta pozwala im na peinienie wielu istotnych funkcji w zywych or-
ganizmach. Sg one czgsteczkami bogatymi w informacje i kierujgcymi wieloma
procesami biologicznymi (1). Jako skiadniki glikokonjugatéw odpowiadajg za
oddziatywania miedzy komodrkami, peinig role receptoréw oraz determinant
antygenowych (2). Oligosacharydy odgrywaja roéwniez istotna role w rozwoju
komorek roslinnych biorgc udziat w procesie ich réznicowania czy tez indukciji
opornosci na skutek inwazji grzybéw patogennych (1,3-5). Wiasciwosci fun-
kcjonaine i fizykochemiczne oligocukrow wskazuja na ogromne perspektywy
praktycznego ich wykorzystania w przemyste spozywczym, farmaceutycznym,
kosmetycznym, a takze w zywieniu i teczeniu ludzi. Takie weglowodanowe po-
taczenia jak fruktozylo-, gtukozylo-, gataktozytolaktoza wprowadzane do diety
stymutujg rozwdj bifidobakterii, wplywajac jednoczesnie na obnizenie popu-
lacji mikroflory szkodliwej w przewodzie pokarmowym czlowieka. Inne weglo-
wodany, jak cyklodekstryny, trehaloza, laktuloza, fnikto-, izomalto- ksylo-
oligosacharydy wymieniane sag jako modyfikatory zywnosci podnoszace jakos¢é
i trwatos¢ produktéw spozywczych, obnizajgce ich wartos¢ katoryczna, prze-
ciwdziatajgce rozwojowi prochnicy i regulujace prace jelit (6-12).
Molekularne mechanizmy ttumaczace role oligosacharyddw sa ciagle je-
szcze nie wyjasnione. Czesciowo jest to spowodowane brakiem dostatecznej
ilosci réznorodnych i w pelni scharakteryzowanych struktur wegtowodano-
wych.

*W jednym z nastepnych numeroéw ,Biotechnologii’ przedstawimy Czytelnikom kontynuacje
tych badan w artykule: Bielecki S., Somiari R. I.,, Wysocki S., ,Effect of organie solvent on
transglycosylation by (3-fructofuranosidase in biphasic medium”.
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Otrzymywanie oligosacharydéw z surowcoéw roslinnych, czesto w proce-
sach chemicznej hydrolizy polisacharydéw, jest pracochitonne i kosztowne.
Na tej drodze wytwarzane sa ksylooligosacharydy, oligosacharydy z soi oraz
fruktooligocukry z inuliny (13). Metody te sg jednak malo specyficzne, a do-
datkowag ich wadg jest powstawanie ucigzliwych dla srodowiska zanieczysz-
czen. Synte” chemiczne oparte na polimeryzacji monocukrow w Srodowisku
kwasnym i przy wysokiej temperaturze sg réwniez mato specyficzne, a za-
razem kosztowne (14,15). Natomiast regio- i stereospecyficzna synteza che-
miczna oligocukrow jest metodg zmudnag, wymagajaca skomplikowanych pro-
cedur blokowania i odblokowywania reaktywnych grup hydroksylowych oraz
stanowi w wiekszej skali proces nieoptacalny.

Realng alternatywag uzyskiwania nowych oligosacharydow jest ich enzy-
matyczna synteza in vitro. Stosowanymi w niej biokatalizatorami sag gliko-
zylotransferazy ze szlaku syntezy sachaiydoéw in vivo, jak i inne transferazy.
Sg one jednak mato dostepne i procesy syntezy przy ich udziale sg kosztow-
niejsze w poroéwnaniu z tanimi i tatwymi w stosowaniu glikozydazami.

2. Glikozylotransferazy

Glikozylotransferazy katalizuja przenoszenie specyficznych monosachaiy-
déw z pochodnych nukleotydowych cukréw, jako donoréw, na specyficzne
akceptory. Donorami w tych rekcjach sg fosforany nukleozydocukrowe, takie
jak: UDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, GDP-Man czy CMP-NeuAc, a akcep-
torami moga by¢ monosacharydy, oligosacharydy, lipidy czy reszty amino-
kwasowe.

Glikozylotransferazy biorgce udziatl w procesach glikozylacji wykazujg
wysoka specyficznsé¢ zarébwno w stosunku do donora, jak i akceptora. Sa
enzymami zwigzanymi z membranami retikulum endoplazmatycznego i apa-
ratu Golgiego. Ich stezenie w tkankach jest bardzo niskie, co powoduje
znaczne trudnosci w otrzymywaniu tych enzymoéw w odpowiedniej ilosci
i aktywnosci w trakcie procesow izolacji. Enzymy te tworza wigzania o okre-
Slonej regio- i stereospecyficznosci. Sq one zbudowane z trzech segmentow
(rys. 1) réznigcych sie rozmiarami w zaleznosci od enzymu (16). Segment
hydrofobowy zbudowany jest z 16 do 19 reszt aminokwasowych i decyduje
0 zwigzaniu enzymu z membrang aparatu Golgiego. Segment trzonowy
zwigzany jest z C-koncem domeny katalitycznej z jednej i z segmentem
hydrofobowym 2z drugiej strony. Trzecim segmentem jest globularna, od-
porna na proteolize, domena katalityczna skiadajgaca sie z 300 aminokwa-
s6w. Zarowno domena katalityczna jak i segment trzonowy moga ulegac
modyfikacjom posttranslacyjnym.
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Rys. 1. Transmembranowa struktura glikozylotransferaz (adaptowana z (16)).

Przeniesienie reszty cukrowej w reakcjach katalizowanych przez glikozylo-
transferazy jest nastepstwem ataku nukleofilowego akceptora na okreslone
ugrupowanie donora. Woéwczas gdy role nukleofilowego biorcy reszt glikozy-
lowych peini cukier, powstaje wigzanie glikozydowe. Reakcja taka zachodzi
z zachowaniem (retencjg) badz odwrdceniem (inwersjg) konfiguracji atomu
CIl donora. Przykiadowe reakcje katalizowanych przez transferazy glikozydo-
we syntez oligosacharydoéw i ich pochodnych przedstawiono w tabeli 1.

Zastosowanie dlikozylotransferaz do otrzymywania oligosacharydéw ma
jednak ograniczenia (18-20). Nalezg do nich wysokie koszty aktywnych do-
norow reszt glikozylowych, niewielka dostepnos¢ i stosunkowo niska stabil-
nos¢ glikozylotransferciz. W handlu dostepnych jest tylko pie¢ transferaz tej
grupy: (3-l,4-galaktozylotransfera2”, a-2,3-sialylotransferaza, a-2,6-sialylotran-
sferaza, a-1,2-mannozylotransferaza oraz a-l,3-fukozylotransferaza V (21).
Jednakze nalezy sie spodziewaé, ze dzieki technologii DNA coraz wiecej en-
zymow tej grupy bedzie dostepnych do wykorzystania w syntezie oligosacha-
rydéw. Innym mankamentem stosowania tych biokatalizatoréw jest inhibicja
reakcji syntezy oligocukrow przez uwalniajgce sie nukleozydofosforany. Re-
generacja kofaktoréw in sita przez zastosowanie ukladéw wieloenzymowych
pozwala na zwiekszenie efektywnosci rekacji syntezy oligosacharydéw przez
glikozylotransferazy (22).
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Tabela 1

Synteza oligosacharydéw przy uzyciu glikozylotransferaz (17)

Akceptor
1
galaktozylotransferaza
(donor: UDP-Gal)
Glc-OH
GIcNAc-OH

P-GIcNAc-(174)-Gal-OH
P-GlcNAc-(I-"6)-Gal-OH
P-GlcNAc-(I-"3)-Gal-OH
P-Glc-OCH2CgH4(No2)-CONH-polimer

P-Glc-(14)-pGlc-OCH2C6H4(No2)-CONH-polimer

P-Glc-(1—>4)-PGlc-OCH2NH4-L-Phe-CO-polimer
P-G1cNAc-(173) ™

p-Gal-(174)-p-GlcOCH3
p-GIcNAc-(1-"6)/
p-GlcNAc-(113)-»

P-Gal-(14)-p-GIcOCH3
P-G1cNAc-(1/6)/
a-L-Fuc-(16)-p-GlcNAc-0(CH2)sCo2CH3

sialylotransferazy
(donor: CMP-NeuAc)

2,6-sialylotransferaza
P-Gal-OCHg
P-Gal-(I-+4)-P-Glc-OCH3
P-Gal-(1-"4)-p-GlcNAc-OH
P-Gal-(174)-p-GlcNAc-0CH3

aNeuAc-(273)-P-Gal-(1"3)-a-GIcNAc-OPh

P-Gal-(174)-p-GlcNAc-(173)-p-Gal-(1->4)-Glc
2,3-siatylotransferaza
p-Gal-(1->4)-P-Gic-OCH3
P-Gal-(14)-P-GicNAc-OCH3
P-Gal-(173)-P-GIcNAC-OCH3
P-Gal-(13)-a-GIcNAc-OPh
P-Gal-(1->3)-p-GlcNAc-( 1"3)-p-Gal-(1-"4) Gic
P-Gal-(1"3)-p-GIcNAc-0(CH2)5-C00CH3

glukozylotransferaza

(donor: UDP-GIc)

R-CeH4-COOH
R: H; 4-OH; 4-OMe; 3,4-diOH; 4-0H-30Me;
3,4-diOMe: 3,4,5-triOH-3,5-di0OMe

Produkt

2

P-Gal-(174)-Glc-H
P-Gal-(174)-GIcNAc-OH
P-Gal-(I-44)-p-GIcNAc-(14)-Gal-OH
P-Gal-(1"4)-p-GIcNAc-(176)-Gal-OH
P-Gal-(14)-P-GIcNAc-(I-43)-Gal-OH
P-Gal-(174)-p-Glc-OCH2CeH4(No2)-CONH-polimer
P-Gal-( 174)-P-Glc-(1 ~4)-PGlc-OCH2C6H4(No2)-CONH-polimer
p-Gal-(174)-p-Glc-(14)-pGlc-OCH2NH4-L-Phe-CO-polimer
p-Gal-(174)-P-GIcNAc-(13) ™

P-Gal-(14)-p-GIcOCH3
P-Gal-(1"4)-p-GIcNAc-(176) /

P-GIcNAc-(113) ~

P-Gal-(14)-p-GIcOCH3
P-Gal-(1"4)-p-GlcNAc-(1-"6) /
a-L-Fuc-(l-s)

P-GicNAc-O(CH2)8C02CH3

P-Gal-(1"4) /

aNeuAc-(276)-P-Gal-OCH3
aNeuAc-(276)-p-Gal-(1 ™4)-pGlc-OCH3
aNeuAc-(2"'6)-P-Gal-(1"4)-pGIcNAc-OH
(xNeuAc-(2-46)-p-Gal-(I-t4)-pGIcNAc-OCH3
aNeuAc-(2—>3)

P-Gal-(173)-a-GIcNAc-OPh
aNeuAc-(2->6) Ve
aNeuAc-(2"6)-p-Gal-(1"4)-p-GlcNAc-(1"3)-p-Gal-(I-"4)-Glc

aNeuAc-(2"3)-p-Gal-(1 ™ 4)-p-Glc-OCH3s
aNeuAc-(2"3)-P-Gal-( ! -44)-P-GIcNAc-OCHs
aNeuAc-(2-43)-P-Gal-(13)-p-GlcNAc-OCH3
aNeuAc-(2-43)-p-Gal-(I-"3)-a-GIcNAc-OPh
aNeuAc-(2"3)-P-Gal-( 1 *3)-p-GlcNAc-(I-3)-p-Gal-(1"4)Glc
aNeuAc-(2-43)-p-P-Gal-(13)-p-GIcNAc-0(CH2)5-COOCH3

P-GIC-OCO-C6H4-R

Skala
procesu
3

O O OO o o >» o0

O O O o

O O U O U o

C/D
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1 2 3
fukozylotransferaza
(donor: GDP-Fuc)
P-Gal-OCHaCHg a-L-Fuc-(172)-p-Gal-OCH2CH3
P-Gal-(1"4)-p-GIcNAc a-L-Fuc-(112)-p-Gal-(174)-P-GIcNAc C
aNeuAc-(2"3)-p-Gal-( 1"3)-P-GIcNAc-( 1 *3)-P- a-L-Fuc-(I->2)-p-Gal-(I-r3)

Gal-0-(CH2)5-CO0CH3
P-GIcNAC-(1-»3)-P-Gal-0-{CH2)5-CO0CH3 ~ C

a-L-Fuc-(I->4)

llo$¢ izolowanego produktu: A: >1 g: B: od 100 mg do 1 g; C: od 10 mg do 100 mg; D; <
10 mg: E: wydajnosci nie okreslono.

peptyd
+ UDP-Gal
CMP-Neu-Ac
GDP-Fuc
NHAc

1) galaktozylotransferaza
2) a-2,6-sialylotransferaza
3) a-chymotrypsyna

4) a-1,3-fukozylotransferaza

peptyd'

peptyd"

HO OH COOH

HO on/ O
AcHN

OH

Rys. 2. Synteza glikopeptydéw w fazie statej z wykorzystaniem glikozylotransferaz (21).
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Istotnym postepem w enzymatycznej syntezie oligosacharydéw jest wyko-
rzystanie glikozylotransferaz w reakcjach syntezy w fazie stalej. Wprowadza-
jac w 1994 r. te metode, Schuster i wsp. (23) unieruchomili syntetyczny
glikopeptyd na nosniku krzemowym, do ktérego, z wykorzystaniem gala-
ktozylotransferazy, a-2,3-sialylotransferazy i a-l,3-fukozylotransferazy dobu-
dowali odpowiednie reszty glikozylowe. Powstaly nowy gtikopeptyd odtgczano
od nosnika poprzez proteolize wigzania peptydowego za pomoca chymotiy-
psyny (lys. 2). Opracowanie sposoboéw kontroti regio- i stereospecyficznosci
gltikozytotransferaz znacznie utatwitoby prowadzenie enzymatycznej syntezy
oligosacharydéw w fazie statej.

2.1. Biosynteza oligosacharydéw z udziatem innych transferaz

Glikozylotransferazy klasyfikowane w tej grupie sa enzymami katalizujg-
cymi synteze oligosacharydow bez udziatu substratéw akt}rwowanych poprzez
zwigzanie z nukleozydodifosforanami badz przez ufosforylowanie. Zatetg tych
transferaz jest stosunkowo niewielka zaleznos¢ ich dziatania od warunkow
prowadzenia reakcji. Wydajne syntezy mozna uzyskiwa¢ zaréwno z rozcien-
czonych, jak i stezonych roztworéw substratow. W obu bowiem przypadkach
zachodzenie konkurencyjnej i niepozadanej hydrolizy jest ograniczone (24,25).
Do enzymow tych nalezg transferazy katalizujgce reakcje wewnatrz- i miedzy-
czgsteczkowego przeniesienia reszt glikolylowych.

W przypadku transfem wewnatrzczasteczkowego, czasteczka donora pekni
jednoczesnie role akceptora. Przykladem biosyntezy tego typu jest otrzymy-
wanie oligocukréw przy uzyciu transferazy cyklofruktanu z Bacillus circulans
(26). W procesie tym z inuliny otrzymywane sg cykloinulooligosacharydy za-
wierajace od 6 do 8 reszt fruktozy potaczonych wigzaniami (3-(2"1)-glikozy-
dowymi. Proces wewnatrzczasteczkowego przenoszenia katalizuje takze gluka-
notransferaza cyklodekstryn (CGT-aza) dziatlajgca na amyloze skrobi. Jedno-
czesnie zachodzi cyklizacja i produktami transferu sg a-, (3- i y-cyklodekstiy-
ny zawierajace odpowiednio 6, 7 i 8 reszt glukozy (24).

W transferze miedzyczgsteczkowym nastepuje przeniesienie reszty gliko-
Nlowej miedzy czgsteczkami donora i akceptora, ktérymi moga by¢ te same,
badz rézne cukry. Funkcje akceptora moga réwniez spetnia¢ inne zwigzki,
np. atkohole (24).

W reakcji katalizowanej przez a-transglukozydaze z Aspergillus niger,
z bogatych w maltoze hydrolizatéw skrobiowych syntetyzowane sg panoza
i izomaltooligosacharydy o wyzszym stopniu polimeryzacji (DP). Dekstranosa-
charaza wytwarzana przez Leuconosioc mesenteroides jest wykorzystywana
do otrzymywania wysokomolekulamych (107-10” d) dekstranow (27). Wpro-
wadzenie odpowiedniego akceptora (maltoza, izomaltoza) do srodowiska re-
akcji, pozwala jednak na synteze niskoczasteczkowych izomaltooligosachary-
déw (28,29). Lewanosacharaza obok syntezy lewanu (30), katalizuje takze
przenoszenie reszt fruktozy z sacharozy na glukoze, ksyloze, galaktoze, czy
tez oligosacharydy (31). Glukozylotransferaza cyklodekstryn biorgca udziat
w wewnatrzczgsteczkowym przenoszeniu, uczestniczy réwniez w transferze
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miedzyczgsteczkowym. W zaleznosci od zastosowanego akceptora prowadzi
to do powstania innych niz cyklodekstiyny oligosacharyddw, np. maltooligo-
sacharyddow lub glukozylolaktozydéw (32,33).

3. Hydrolazy glikozydowe

Glikozydazy katalizuja hydrolityczne rozszczepienia wigzan glikozydowych.
Cechuje je stosunkowo wysoka specyficznosé zaréwno w stosunku do reszty
cukrowej jak i rodzaju wigzania glikozydowego. Ze wzgledu na mechanizm
katalizy hydrolazy glikozydowe dzielone sg na enzymy zachowujgce (reten-
cyjne) i zmieniajace (inwertujgace) konfiguracje wegla anomerycznego (34,35).
Poznanie stereochemii dzialania hydrolaz moze dostarczy¢ informacji pozwa-
lajacych przewid3Twa¢ reakcje uboczne, towarzyszace hydrolizie, takie jak np.
transglikozylacja, katalizowana przez glikozydazy retencyjne.

Hydrola?™ glikozydowe w okreslonych warunkach katalizujg tworzenie wig-
zan glikozydowych. Otrzymywanie oligosacharydéw z udzialem tych enzymoéw
jest mozliwe dzieki termodynamicznie kontrolowanym reakcjom syntezy (od-
wrocona hydroliza), badz tez dzieki kinetycznie kontrolowanym reakcjom trans-
feru (hydrolazy dziatajg jak transferazy).

3.1. Synteza oligosacharyddéw w termodynamicznie kontrolowanych
reakcjach

Przesuniecie potozenia rownowagi reakcji z kierunku hydrolitycznego na
syntetyczny uzyskiwane jest poprzez kontrole termodynamicznych warunkéw
reakcji, co przedstawiono schematycznie.

AH + BOH AB -h H20

gdzie: A, B — reszty glikozylowe, | — odwrécona hydroliza; 2 — hydroliza.

Zgodnie z prawem zachowania mas mozliwe jest to dzieki: podwyzszeniu
stezenia substratu, obnizeniu aktywnosci wodnej uktadu przez dodatek or-
ganicznych kosolwentéw i/lub dzieki usuwaniu produktu koncowego.

Wykorzystanie wysokich stezen substratéw w reakcjach odwréconej hydro-
lizy prowadzi do zwiekszenia wydajnosci syntezy, gdyz rozciericzone roztwory
charakteryzuje wyzsza aktywnos¢ wodna (a"), co faworyzuje proces hydrolizy.
Johansson i wsp. (36) stosujac 83% roztwdr mannozy i a-mannozydaze z fasoli
uzyskali 37% wydajnos¢ syntezy disacharyddw zawierajgcych monocukier.
a-mannozydaza katalizuje kondensacje zaré6wno mannozy, jak i liksozy, dajac
mieszanine oligocukrow z wydajnosciami odpowiednio 25,8 i 48,7% (37). Aji-
saka i wsp. donosili zas o0 40% wydajnosci réznych disacharydéw w reakciji
katalizowanej przez |3-glukozydaze przy 90% stezeniu glukozy (38).
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Dodatkowag korzyscig, wynikajaca ze stosowania wysokich stezen substra-
tow, jest wzrost termostabilnosei enzyméw, a-mannozydaza inkubowana
w 85% roztworze mannozy w temperaturze 75°C w ciggu doby, zachowuje
100% swej wyjsciowej aktywnosei, podczas gdy w nieobecnosci substratu
traci w tej temperaturze catkowicie swe katalityczne uzdolnienia juz po trzech
godzinach (36). Jednakze wysokie stezenia eukrow mogg powodowac inhibi-
cjie enzymu. W reakcjach z udziatem glukoamylazy Aspergillus niger, pod-
wyzszeniu wyjsciowego stezenia glukozy z 20 do 40% odpowiada tylko 1,4-
krotny wzrost efekt3irwnosci syntezy (39).

Proeesy termodynamieznie kontrolowanej syntezy mogg prowadzi¢ do two-
rzenia heterooligosacharyddéw, ktére sa produktami tzw. kokondensaciji. Tak
tez biokataliza z udziatem glukoamylazy przy 70% stezeniu substratéw, przy
réznyeh stosunkach glukoza/akceptor, w ktorej biorcami reszty cukrowej sa
ré6zne mono- i disaehaiydy (m.in. ksyloza, arabinoza, tagatoza, trehaloza),
prowadzi do powstania heterozwigzkéw. Zauwazono jednoczesnie, ze zmiana
stosunku reaktantdéw procesu kondensacji na korzys¢ akceptora prowadzita
nawet do 5-krotnego obnizenia efektywnosci biokatalizy (40). W syntezie
katalizowanej przez a-mannozydaze fasoli wydajnos¢ tworzonych produktow
kokondensacji mannoza/arabinoza wynosita nawet 38% w mieszaninie re-
akcyjnej.

Na przebieg reakcji ma wpltyw nie tylko rodzaj zastosowanyeh substratow,
ale réwniez ich stezenie. Parametr ten moze deeydowa¢ o rodzaju powsta-
jacyeh produktéw. (3-glukozydaza z migdatldw w 5-molowym roztworze glu-
kozy katalizuje tworzenie disaehaiydéw, podczas gdy zastosowanie 7,5-mo-
lowego stezenia substratu, przy zachowanyeh pozostatych warunkach re-
akcji, prowadzito do powstania mieszaniny di-, tri- i tetrasacharydow (41).

Podstawg przesunieeia potozenia réownowagi proeesu hydrolizy w kierunku
syntetycznym jest ograniezenie obecnosci wody, badz jej usuwanie ze Sro-
dowiska reakcji. Obnizenie termodynamicznej aktywnosei wodnej (@*) mozna
uzyska¢ przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej rozpuszczalnikbw organi-
cznych. W zaleznosci od ich charakteru otrzymywane sg jedno- lub dwufa-
zowe srodowiska wodno-organiezne. Wykorzystanie kosolwentéw w reakcjach
syntez jest zalezne od stabilnosci biokatalizatora w uktadach organicznych.
Wobwczas gdy jako rozpuszczalnik stosuje sie alkohole, to z jednej strony
modyfikuje sie warunki reakcji (@), z drugiej za$ stanowi on jeden z sub-
stratdéw przyczyniajge sie do powstania glikozydoéw. Istnieje wiele przykiadow
korzystnego wplywu dodatku kosolwenta do ukiadu reakcyjnego, jednak
w niektdiyeh srodowiskach wodno-organicznych, pomijajac ich denaturacyj-
ny wplyw, stosowanie wysokich stezen cukréw jest limitowane rozpuszezal-
noseiq substratow (41-45).

Oehronny wptyw wysokieh stezen cukrow pozwala na prowadzenie reakcji
syntezy oligosaeharyddéw w stosunkowo wysokieh temperaturaeh, bez istotnej
denaturaeji biokatalizatora. Nie zawsze jednak oznacza to poprawe wydaj-
nosci biosyntezy oligosaeharydéw. Zastosowanie 83% stezenia substratu oraz
2-krotny wzrost temperatury biokatalizy z udzialem a-mannozydazy, niezna-
cznie obniza efektywnos¢ reakeji, mimo ze enzym w tyeh warunkach zacho-
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wuje wysoka stabilnos¢ (46). Zastosowanie hydrolaz glikozydowych z orga-
nizmow termofilnych moze w znacznym stopniu rozszerzy¢ mozliwosci enzy-
matycznej syntezy oligocukrow.

Jednym z gldwnych parametrow reakcji z udzialem biokatalizatoréw jest
odczyn srodowiska. Dla reakcji odwréconej hydrolizy brak jednak jednozna-
cznych danych, pozwalajacych okresli¢ zwigzek miedzy dziataniem biokatali-
zatorow a pH. Johansson i wsp. (46), stwierdzili ok. 2-krotny spadek wy-
dajnosci syntezy disachaiydu w reakcji kondensacji mannozy katalizowanej
przez a-mannozydaze z fasoli przy zmianie pH z 5 na 6,5, zas Vic i wsp.
(45) dla [3-glukozydazy z migdatéw nie zaobserwowali zadnego wpltywu war-
tosci pH na przebieg syntezy oligosacharydéw, mimo wyraznego optimum
w reakcji hydrolizy.

Syntezy z termodynamiczng kontrola prowadzone sag z wykorzystaniem wy-
sokich stezen hydrolaz glikozydowych. Glikozydazy stosowane sa zaréwno
w postaci wolnych jak i immobilizowanych enzyméw. Wptyw unieruchamiania
biokatalizatora na przebieg syntezy nie jestjeszcze w peini poznany. Wiadomo,
ze immobilizacja wielu enzymoéw prowadzi do zmiany takich waznych para-
metrow ich dziatania jak profil pH, profil termiczny czy specyficznos¢ sub-
stratowa. Prowadzenie syntez w wysokich stezeniach substratu z zastosowa-
niem unieruchomionych enzymoéw jest ograniczone ze wzgledéw praktycznych,
duza lepko$¢ Srodowiska utrudnia bowiem procesy transportu i wymiany ma-
sy i energii w obrebie matrycy z unieruchomionym enzymem. Ravet i wsp.
(41) uzyskali jednak zaskakujgco wysoki wzrost syntetycznej aktywnosci
(3-glukozydazy z Aspergillus niger i izolowanej z migdatéw. Po jej immobilizacji
wydajnos¢ syutelsy oligosacharyddw wzrosta o ponad 500% w obu przypadkach.

3.2. Kinetycznie kontrolowana synteza oligosacharydow

Hydrolazy glikozydowe katalizuja przenoszenie reszt glikozylowych z do-
nora na wode, w czirm przejawia sie ich hydrolityczna aktywnosc¢. Biokata-
lizatory te moga roéwniez uczestniczy¢ w transferze reszt cukrowych na inne
niz woda akceptory. Wprowadzenie konkurencyjnego nukleofilowego biorcy
reszt glikozylowych prowadzi do wytworzenia nowego wigzania glikozydowe-
go, co przedstawiono schematycznie.

AOH CH

A-O-B + EH , E-B— B-C + EH

H20
Hydroliza\

BOH + EH

gdzie: AOB donor; EH — enzym; EB — kompleks przejsciowy; CH — akceptor; BC
glikozyd.
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Reakcje transglikozylacji sg faworyzowane w kinetycznie kontrolowanych
procesach. Uzyskanie maksymalnej wydajnosci glikozydéw wymaga ciggtego
monitorowania przebiegu biosyntezy. Reakcje te nalezy przerywaé, gdy zuzyty
zostaje donor. Wytworzony oligosacharyd jest bowiem potencjalnym substra-
tem dla hydrolazy uzytej w syntezie.

Role donoréw, w kinetycznie kontrolowanej syntezie oligosacharydéw pel-
nig oligo- i polisacharydy oraz glikozydy arylowe badz fluoroglikozydy. Sze-
roki wybdr dawcy reszt glikozylowych wynika z niskiej specyficznosci hydro-
laz glikozydowych w stosunku do aglikonu. Akceptorami w reakcjach two-
rzenia wigzan glikozydowych sg natomiast zwigzki zawierajgce reaktywne
grupy hydroksylowe, tj. cukry i alkohole. Podwyzszenie efektywnosci proce-
s6w syntezy na drodze transglikozylacji, katalizowanej przez glikozydazy, osig-
gane jest poprzez: zastosowanie odpowiednich akceptoréw, podwyzszenie ste-
zen reagentéw, obnizenie aktywnosci wody i usuwaniu produktéw konco-
wych ze s$rodowiska reakcji. Podstawowa zaletg procesow transglikozylacji
w porownaniu z reakcjami odwréconej hydrolizy sa ich wysokie wydajnosci
(20-50%). P-galaktozydazy drobnoustrojowe dajg mieszanine oligomeréw ga-
laktozy o DP 2 do 4 z wydajnosciami rzedu 45% (47,48). a-L-fukozydaza
katalizuje transfer reszt glikozylowych z p-nitrofenylo-a-fukozydu na lakto-
zamine tworzac trisacharyd z wydajnoscia 48,8% (4). Syntezy oligosachary-
déw w kinetycznie kontrolowanych procesach cechuje takze wyzsza specy-
ficznos¢ oraz krotszy czas reakcji w poréwnaniu z reakcjami odwrdconej
hydrolizy. Procesy te nie sa jednak pozbawione wad. Najczesciej produktem
transglikozylacji jest mieszanina izomeréw. Taka réznorodnos¢ otrzymywa-
nych glikozyddéw ma zwigzek z iloscig i reaktywnoscia grup hydroksylowych
o charakterze nukleofilowym w czgsteczce cukrowego akceptora. Zazwyczaj
preferowane jest powstawanie wigzania 1,6-glikozydowego, gdyz I-rzedowa
grupa hydroksylowa przy C6 akceptora jest najbardziej reaktdirwna. Wsrod
produktow wystepuja tez wigzania 1,2-; 1,3- i 1,4-glikozydowe. W tabeli 2
przedstawiono przyktady oligosacharyddéw otrzymanych na drodze transgliko-
zylaciji.
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Przykt#ady oligosacharydéw wytwarzanych na drodze transglikozylacji

Tabela 2

z WYKORZYSTANIEM HYDROLAZ GLIKOZYDOWYCH

Substraty
|
a-galaktozydaza
a-Gal-0-pPhN02+a-Gal-0-CH2CH=CH;»
a-Gal-0-pPhNO2+a-Gal-0-Me

a-Gal-0-pPhN02+P-Gal-0-Me

a-Gal-0-pPhN02+a-Gal-0-pPhN02

a-Gal-OpPhN02+P-Gal-0-pPhN02
Pgalaktozydaza
P-Gal-(1.4)-Glc

P-Gal-(1,4)-Glc+cyklodekstryny
P-Gal-(1,4)-Glc+GIcNAc

P-Gal-(1,4)-Glc+GalNAc

P-Gal-0-oPhN02+a-Gal-0-Me

P-Gal-0-oPhN02+P-Gal-0-Me
a-mannozydaza

a-Man-0-pPhN02+a-Man-OMe

a-Man-0-pPhN02+a-Man-OMe
a-Man-0-pPhNO02+a-Man-0-pPhN02

a-Man-O-pPhNO2+ot-Man-O-pPhNO2

a-glukozydaza
a-Glc-(1,4)-Glc

P-glukozydaza
a-Glc-(1.4)-Glc

a-L-fukozydaza
a-Fuc-0-pPhNO02+P-Gal-( 1,4)-GIlcNAc
a-Fuc-0-pPhN02+P-Gal-(1,4)-Glc
a-Fuc-0-pPhN02+P-Gal-( 1,4)-Glc-pOMe

Produkt
2

a-Gal-( 1,3)-a-Gal-0-CH2CH=CH2
a-Gal-(1.3)-a-Gal-0-Me
a-Gal-(l,6)-a-Gal-0-Me
a-Gal-(l,3)-p-Gal-0-Me
a-Gal-(1,6)-p-Gal-0-Me

a-Gal-( 1,2)-p-Gal-0-pPhN02
a-Gal-(1,3)-p-Gal-0-pPhN02
a-Gal-( 1,2)-p-Gal-0-pPhN02
a-Gal-( 1,3)-P-Gal-0-pPhN02

P-Gal-(1,6)-Glc

P-Gal-(1,3)-Glc

P-Gal-(1,6)-P-Gal-(1,4)-Glc
P-Gal-(1,6)-p-Gal-(1,6)-P-Gal-( 1,4)-Glc
mieszanina galaktozylowanych cyklodekstryn
P-Gal-(I,4)-GIcNAc (zrédto E; B.circulans)
P-Gal-(1,3)-GIcNAc (wolowa)
p-Gal-(1,6)-GIcNAc (K. laclis)
p-Gal-(1,4)-GalNAc (zrédto E: B. circulans)
P-Gal-(1,3)-GalNAc (wotowa)
P-Gal-(1,6)-GalNAc (£. coli)
P-Gal-(1,6)-a-Gal-0-Me
P-Gal-(1.6)-P-Gal-0-Me

a-Man-( 1,2)-a-Man-OMe
a-Man-( 1,6)-a-Man-OMe
a-Man-( 1,2)-a-Man-OMe
a-Man-( 1.2)-a-Man-0-pPhN02
a-Man-( 1,6)-a-Man-0-pPhN02
a-Man-( 1,2)-a-Man-0-pPhNO02

izomaltooligosacharydy (DP 2-3)
P-Glc-(1,4)-P-Glc-(1,4)-Glc
a-Fuc-(1,3)-P-Gal-(1,4)-GIcNAc

a-Fuc-( 1,3)-P-Gal-(},4)-Glc
a-Fuc-(1.3)-P-Gal-( 1,4)-Glc-poiVie
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1 2 3
endo-P-1,3-glukanaza
laminaran + P-Xyl-o-pPhNo2 7 produktéw o DP 2-4 (56)
laminaran + a-Xyl-o-pPhNo2 6 produktow
laminaran + p-Xyl-o-oPhNo2 6 produktow
laminaran + a-Glc-o-pPhNo2 5 produktow
laminaran + P-Glc-0-pPhNo2 6 produktow
laminaran + a-Gal-0o-pPhNo2 4 produkty
laminaran + a-Fuc-0-pPhNo2 2 produkty

egzo-P-1,4-galaktanaza

galaktooligosacharydy DP 2-5 dla kazdego substratu 2 dodatkowe oligosacharydy o DP (57)
zwigkszonym odpowiednio o | i 2 w stosunku do
wyjéciowego substratu

endo-p-1,4-galaktanaza

arabinogalaktan + a-Gal-O-Me P-Gal-(1,4)-p-Gal-0-Me (58)
P-Gal-( 1,4)-P-Gal-(1,4)-p-Gal-0-Me
arabinogalaktan + P-Gal-O-Me P-Gal-(l,4)-P-Gal-0-Me

P-Gal-(l,3)-p-Gal-0-Me

P-Gal-(1,4)-p-Gal-(1,4)-p-Gal-0-Me
arabinogalaktan + P-Gal-o-pPhNo2 P-Gal-(1,4)-p-Gal-0-pPhN02

P-Gal-(1,4)-p-Gal-(1,4)P-Gal-0-pPhN02

P-fruktofuranozydaza

a-Glu-(l,))-Fru mieszanina fruktooligosacharydéw o DP 2-4 (59)

Gal — galaktoza; Gic — glukoza; Man — mannoza; Fuc — fukoza; Xyl — ksyloza;
GIcNAc — glukozamina; GalNAc — galaktozamina; Ph — pierscien fenylowy; Me — reszta
metylowa.

3.3. Warunki reakcji transglikozylaciji

Otrzymywanie oligocukrow z wyzszga wydajnoscig i selektywnoscia jest
bardziej prawdopodobne w przypadku kinetycznie kontrolowanych procesow
niz w reakcjach odwrdéconej hydrolizy. Regioselektywnos¢ tworzenia wigzania
glikozydowego moze by¢ do pewnego stopnia kontrolowana warunkami pro-
wadzenia transglikozylacji (49,50,58,60).

Jednag z metod poprawy efektywnosci biosyntezy oligosacharydéw w kata-
lizowanych przez glikozydazy reakcjach transglikozylacji, jest dobor akcep-
tora oraz podwyzszanie stezenia reaktantdéw. Fujimoto i wsp. badali proces
z udzialem endo-(3-l,4-galaktanazy, w ktorym donorem by} arabinogalaktan
(58). Nie uzyskano wysokiej selektywnosci transferu, gdy akceptorem byty
(3-gataktozydy (tab. 2), natomiast zastosowanie disacharydéw prowadzito wy-
tgcznie do wytworzenia nowego wigzania (3-1,4-glikozydowego. Réznica w regio-
selektywnosci wynika stad, ze disacharydy w odréznieniu od glikozydéw mo-
ga by¢ rozpoznawane przez enzym jako substraty. W przypadku nitrofenylo-
glikozydoéw aglikon akceptora ze wzgledu na swa wielko$¢ prawdopodobnie
L,nasladuje” analogiczng reszte monocukru w disacharydzie. Dlatego tez uzy-
skiwana jest podobna selektywnosc¢ reakcji transglikozylacji. Réwniez Nilsson
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HF

Rys. 3. Transglikozylacyjna aktywnos¢ glikozydaz z inwersyjnym mechanizmem dziatania
(61,62).

(53) donosi o wplywie doboru akceptora, tj. struktury jego aglikonu, jak
i anomerycznej konfiguracji potgczenia aglikon-reszta gliko”Mowa, na regio-
specyficznos¢ glikozydaz. Usui i wsp. (60) wykazali regiosetektywnos¢ transferu
reszt gataktozy na akceptory zawierajgce grupe N-acetylowa (gluko- i gata-
ktozamina). (3-galaktozydaza B. circulans katalizowata w tych warunkach wy-
twarzanie wigzania (3-1,4-glikozydowego. Zastosowanie (j-metylogtikozydéw glu-
kozy i gataktozy indukowato tworzenie potaczen typu (3-1,3.

Roéwniez rodzaj donora ma istotne znaczenie. Kinetycznie kontrolowane
syntezy stosowane sg przewaznie do otrzymywania otigosacharydéw przy za-
stosowaniu glikozydaz retencyjnych. W prowadzonych badaniach wskazuje
sie jednak, ze aktywne w tych procesach sg réwniez hydrolazy, katalizujgce
inwersje anomerycznej konfiguracji wegla Cl substratu. Prawdopodobny me-
chanizm dzialania tych enzyméw przedstawiono na rysunku 3. Przykiladem
tego typu procesow jest transglikozylacja, katalizowana przez glukoamylaze
Rhizopus niueus (61). Przy zastosowaniu anomenj (3-fluorku glukozy obok
(3-glukozy powstaja rowniez produkty transferu, ktére szybko ulegajg degra-
dacji. Wykorzystanie mieszaniny fluorku (3-D-glukozy jako donora i metylo-
a-D-glukopiranozydu jako akceptora, prowadzito do powstania metylo-a-D-
glukopiranozylo-(1,4)-a-D-glukopiranozydu, i w mniejszej ilosci takze a-izo-
maltozydu. Oba cukry posiadajg konfiguracje a, odwrotng niz w donorze.

Istotne znaczenie majg takze stosunki ilosciowe donora do akceptora i ste-
zenie tych reagentéw. Proporcja dawca/biorca reszt glikozylowych moze de-
cydowac czy biosynteza otigosacharyddw zachodzi na drodze kondensacji czy
tez wedlug mechanizmu transglikozylacji. Obrazuje to przykiad otrzymywa-
nia galaktotrisachaiydu z udzialem egzogalaktanazy w roztworach zawiera-
jacych rézne ilosci galaktozy i galaktobiozy (57). Produkty syntezy tworzone
byly wskutek kondensacji substratobw w wyzszych stezeniach reagentow.
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a oligosacharydy otrzymywane z bardziej rozcienczonych roztworéw stano-
wity produkty transglikozylacji. Wplyw wyjSciowej zawartosci substratow
w mieszaninie reakcyjnej na efekty transferu obserwowano natomiast w re-
akcji katalizowanej przez (3-galaktozydaze (48). Stezenie stanowigcych donor
czy akceptor glikozydéw z hydrofobowym aglikonem, mozna jednak zmieniac¢
w waskim zakresie, ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ tych zwigz-
kéw. Problem ten rozwigzywany jest poprzez stosowanie mieszajgcych sie
z wodag korozpuszczalnikéw (56), badz przez zwiekszenie temperatury procesu.

Zmieniajac pH reakcji transferu w stosunku do optymalnego dla reakcji
hydrolizy mozna uzyskac¢ poprawe wydajnosci oligosacharydéw. Synteza gala-
ktooligosacharydoéw katalizowana przez (3-galaktozydaze P. canescens prze-
biega efektywnie w pH 5-5,5, podczas gdy najwyzszag aktywnos$¢ hydrolity-
czng enzym ten przejawia w pH 4,5 (51). Egzogalaktanaza A. niger maksy-
malne wlasciwosci transferazowe wykazuje w pH 7, natomiast optymalny
dla hydrolizy odczyn srodowiska wynosi 3,5 (57). Dla (3-fruktofuranozydazy
A. oryzae optimum pH w procesie hydrolizy wynosi 5, a najwyzsza wydajnosc¢
oligosacharydow uzyskuje sie w pH 8 (63). Przyklady te Swiadczg, ze zazwy-
czaj procesom transglikozylacji sprlyja srodowisko bardziej alkaliczne. Moz-
na sadzi¢, ze produkty transferu sa niestabilne w pH optymalnym dla hy-
drolizy.

Stosowanie wysokich temperatur w reakcjach transglikozylacji rozwigzuje
szereg problemdéw, utatwia bowiem kontrole parametrow reakcji. Wraz ze
wzrostem temperatury zwieksza sie rozpuszczalnos¢ substratow, np. laktozy
czy tez innych glikozydéw. Umozliwia to stosowanie wyzszych stezen sub-
stratéw, dzieki czemu nie zachodza procesy hydrolizy (47). Jednoczesnie wa-
runki takie nie sprzyjajg krystalizacji cukrow i redukuja lepkos¢ mieszaniny
reakcyjnej, co ulatwia prowadzenie biosyntez z zastosowniem immobilizo-
wanych enzymoéw. Ograniczona rowniez zostaje mozliwos¢ wystepowania za-
kazen mikrobiologicznych. Warunkiem biokatalizy w wysokich temperatu-
rach jest jednakze termostabilnos¢ i zachowanie wysokiej aktywnosci ope-
racyjnej enzymu w czasie reakcji. Nakano i wsp. (64) wyizolowali termosta-
bilng (3-galaktozydaze z Saccharopolyspora rectivirgula o wysokich uzdolnie-
niach transgalaktozylacyjnych. Uzyskali oni 41% wydajnos¢ po 22 godzinach
syntezy oligosacharydéw, prowadzac proces w temperaturze 70°C.

4. Podsumowanie

w ostatnich latach wzrasta zainteresowanie oligosacharydami jako grupa
zwigzkéw o0 istotnym znaczeniu biologicznym. Znajdujg one zastosowanie
w réznych gateziach przemystu, w zywieniu ludzi i zwierzat oraz w ochronie
zdrowia. W tym kontekscie istotne staje sie opracowanie wydajnych procesow
w wiekszej skali z udzialtem biokatalizatoréw. Wymaga to skoncentrowania
sie na poszukiwaniu nowych glikozylotransferaz i hydrolaz glikozydéw. Po-
znanie mechanizmoéw dziatania tych enzymoéw ze szczegdlnym uwzglednie-
niem ich regio- i stereospecyficznosci oraz ich modyfikacje metodami inzy-
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nierii genetycznej czy biatkowej moga w istotny sposdb zwiekszy¢ mozliwosSci
wykorzystania enzymoéw do syntezy oligosacharydow. Waznym kierunkiem
badan jest tez charakterystyka syntez prowadzonych w warunkach niekonwe-
ncjonalnych. Nietypowe sSrodowiska reakcyjne cieszg sie szczegdélnym zain-
teresowaniem, gdyz stwarzajg wiele mozliwosci wplywania na mechanizm
dziatania enzymow. Potgczenie tych dwoch aspektéw moze prowadzi¢ do opra-
cowywania technotogii otrzymywania oligosacharydéw o du”ch walorach uzyt-
kowych.
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Enzymatic synthesis of oligosaccharides
Summary

A key role of oligosaccharides in biological processes becoming more obvious every day. An

increasing interest in this group of biomolecules is related to their broad spectrum of applica-
tions, i.e. in food, feed and pharmaceutical industries, in cosmetics and medicine. Efficient,

full-

scale processes that allow to produce different types of these oligomers are of great impor-

tance. Biocatalysis is considered veiy attractive in comparison to the non specific, time-consu-
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ming and often environmental unfriendly chemical technologies of oligosaccharide production.
Two groups of enzymes are involved in this process, transferases and glycosidase. This review
describes oligosaccharide synthesis through the reactions of transfer, transglycosylation and

reverse hydrolysis.

Key words:
oligosaccharide, glycosyl transferase, glycosidase, transglycosylation, reverse hydrolysis.

Adres do korespondenciji:
Stanistaw Bielecki, Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika todzka,

ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 to6dz.

biotechnologia 1 (44) 99



