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Summary

The review is focused on recent advances in the enzymatic synthesis of oli­
gosaccharides catalysed by endoglycosidases. Four types of applicable donors 
(oligo- and polysaccharides, oligosyl fluorides, distorted substrates, glycopepti- 
des) have been presented. Additionally enzymatic glycosylation of glycals by en- 
doacting glycosidases has been discussed. The work contains 42 references 
appeared mainly after 1996.
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1. Wstęp

Glikozylowane białka i lipidy odgrywają zasadniczą rolę 
w wielu procesach molekularnych związanych z biologią euka- 
riontów, w tym także z procesami zmian chorobowych (1-3). Po­
stęp wiedzy, zmierzającej do pełnego wyjaśnienia fizjologicznej 
roli sacharydów występujących w glikopołączeniach oraz prze­
mian jakim one podlegają, w znacznej mierze zależy od szersze­
go dostępu do zdefiniowanych pod względem struktury oligosa­
charydów, ich pochodnych czy analogów strukturalnych. Stąd 
stała potrzeba poszukiwania nowych sposobów otrzymywania 
takich związków. Oprócz coraz efektywniejszych metod chemo-



enzymatycznych stosowane są metody syntezy enzymatycznej, głównie z użyciem 
specyficznych glikozylotransferaz (4-9). Zastosowanie tych enzymów na szerszą ska­
lę jest jednak ograniczone wysokimi kosztami zarówno samych biokatalizatorów 
jak i ich substratów. Niektóre hydrolazy glikozydowe, tańsze i łatwiej dostępne, sto­
suje się z powodzeniem jako enzymy syntetyzujące. Dotychczas wykorzystywano 
głównie egzoglikozydazy, zwłaszcza dostępne komercyjnie.

Literatura dotycząca badań nad zastosowaniem endoglikozydaz w syntezie oli­
gosacharydów jest mniej liczna, niż ta dotycząca egzoglikozydaz (10). Składa się na 
to kilka przyczyn. Główną z nich jest niska dostępność dostatecznie czystych prepa­
ratów tych enzymów, wolnych od zanieczyszczeń egzoglikozydazami, co jest ko­
niecznym warunkiem do prawidłowej interpretacji wyników badań eksperymental­
nych. Dodatkowe trudności wynikają z większej złożoności przemian katalizowa­
nych przez endoglikozydazy, prowadzących do powstawania trudnych do rozdziału 
mieszanin produktów. W opublikowanych do tej pory pracach opisano niektóre en­
doglikozydazy jako katalizatory reakcji transglikozylacji. Nie opisano dotąd zasto­
sowania tych enzymów w reakcji odwrotnej hydrolizy, jednak taka możliwość jest 
dopuszczana przez Rastalla i wsp. (11).
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2. Transglikozylacja katalizowana przez endoglikozydazy

Ostatnio opisano wiele nowych endoglikozydaz, które wykorzystane były w re­
akcjach transglikozylacji do syntezy cząsteczek o złożonej budowie i interesujących 
właściwościach biologicznych. W reakcjach tych stosuje się zróżnicowane struktu­
ralnie specyficzne donory.

2.1, Transglikozylacja z udziałem polimerycznych donorów

W artykule przeglądowym (10) opublikowanym w roku 1994, Zwiagincewa i Elja- 
kowa podsumowują wyniki wieloletnich badań nad endo-(3-l,3-glukanazami mor­
skich bezkręgowców Spisula sachalinensis, Chlamys albidus i Patinopecten yessoensis. 
Niektóre z tych enzymów zostały wyizolowane, oczyszczone i dokładnie scharakte­
ryzowane. Oprócz właściwego sobie działania hydrolitycznego w stosunku do 
P-1,3-glukanów, przejawiają one silne działanie transglikozylacyjne. Dobrym dono­
rem dla opisanych enzymów jest, jak się okazało, pochodzący z różnych źródeł la- 
minaran. Właściwości akceptorowe przejawiały różne metylowe glikozydy zesta­
wione w tabeli 1.

Właściwości akceptorowe zależą głównie od budowy glikonu. Najlepsze, jak się 
okazało, są struktury ze zmodyfikowaną glukozą: 2-0-Me-a-D-Glc i a-D-Qui (6-deo- 
ksy-a-D-Glc), które ulegały transglikozylacji z wydajnością ~ 50^. Pozostałe wydaj­
ności dla akceptorów 3-9 mieściły się w granicach 20-30% molowych, a akceptory
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10-18 nie ulegały glikozylacji. Konfiguracja aglikonu nie miała dużego wpływu na 
wydajność, p-nitrofenylowe glikozydy były nieco lepszymi akceptorami od metylo­
wych. Produkty były oligosacharydami o stopniu polimeryzacji 2-5. jeden ze zbada­
nych enzymów przejawiał specyficzność w tworzeniu wiązania (3-1,3-glikozydo- 
wego. Inny powodował powstawanie produktów (3-1,3- i (3-1,4-glikozylacji w zbli­
żonych ilościach. Transglikozylacji ulegały także niektóre ważne z farmakologiczne­
go punktu widzenia naturalne glikozydy, np. pochodne hydroksynaftochinonów, jak 
również wiele alkoholi niecukrowych.

Tabela 1

Glikony metylowych glikozydów zastosowanych jako akceptory w reakcjach transglikozylacji katalizowanych 
przez endo-p-l,3-glukanazy z morskich bezkręgowców (wg 10)

Dobre akceptory Słabe akceptory

1 2-0-Me-a-D-Glc 10 a-D-Gal

2 a-D-Qui 11 a-L-Fuc

3 p-D-Glc 12 a-D-Man

4 a-D-Gic 13 a-D-Lyx

5 a-D-GlcNAc 14 4-0-Me-p-D-Xyl

6 6-0-Me-a-D-GicNAc 15 a-L-Rha

7 a-D-Xyl 16 P-L-Rha

8 p-D-Xyl 17 a-L-Araf

2-0-Me-P-D-Xvl 18 a-L-Ara

Stosowane w artykule skróty nazw sacharydów są zgodne z obowiązującymi zaleceniami (42).

W swych najnowszych artykułach Eljakowa i Zwiagincewa i wsp. (12,13) podały 
struktury produktów glikozylacji p-nitrofenyloglukozydu pod wpływem wspomnia- 
nj'ch endo-(3-l,3-glukanaz. Donorami w reakcjach transglikozylacji były (3-1,3-lami- 
narany o zróżnicowanej liczbie rozgałęzień poprzez wiązania (3-1,6-glikozydowe 
oraz otrzymane z nich 1,3;1,6-(3-D-glukooligosacharydy o stopniach polimeryzacji 5 
i 6. W rezultacie otrzymywano mieszaniny p-nitrofenylo-P-1,3-laminaraoligosachary- 
dów o stopniu polimeryzacji od 2 do 6 oraz, co jest bardziej interesujące, mieszani­
ny rozgałęzionych p-nitrofenylo-1,3;1,6-p-D-glikozydów o tym samym stopniu poli­
meryzacji. Łączna wydajność syntezy glikozydów sięgała 30%.

W innej pracy (14) opisano wykorzystanie homogennej endo-p-1,3-glukanazy 
z Cellulonionas cellulans (dawniej Oerskovia xanthineolytica), w reakcjach transglikozy­
lacji. Enzym ten wykazuje szeroką specyficzność w stosunku do akceptora (15). Spo­
śród 34 przebadanych akceptorów w postaci syntetycznych i naturalnych a- i P-gli- 
kozydów oraz glikali, 18 ulegało enzymatycznej glikozylacji. Transglikozylacja za­
chodziła w obecności acetonitrylu z laminaranem jako pierwotnym donorem. Naj­
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lepszym akceptorem, jak się okazało, byt p-nitrofenylo-p-D-ksylopiranozyd, który 
już po 3 godzinach ulegał p-1,3- i p-1,4-glikozyłacji (—1:1) z wydajnością 68%. Wy­
soką wydajność procesu powiązano ze sformułowaną w pracy koncepcją resyntezy 
donorów.

Wiadomo, że laminaran pod działaniem endoglukanazy Gą ulega hydrolityczne- 
mu rozszczepianiu do laminaraoligosacharydów o różnym stopniu polimeryzacji, 
z laminarabiozą jako produktem końcowym. W niezależnie przeprowadzonym eks­
perymencie stwierdzono, że laminarabioza w obecności acetonitrylu i glukanazy Gą 
daje mieszaninę glukozy, laminarabiozy, laminaratriozy i laminaratetraozy. Bez do­
datku acetonitrylu laminarabioza nie ulega przemianie. Dowodzi to istnienia zjawi­
ska resyntezy, tj. powstawania z krótkich laminaraoligosacharydów cząsteczek 
o dłuższych łańcuchach (14). Podobne zjawisko było obserwowane dla cellobiozy in- 
kubowanej z pleśniową celulazą w obecności acetonitrylu (16)

P-1,3-specyficzna resynteza dostarcza efektywniejsze donory dla reakcji transgli- 
kozylacji katalizowanej przez Gą i jest dodatkową siłą napędową procesu syntezy.

Zbieżna tematyka jest zawarta w japońskim patencie (17) z 1997 r., który doty­
czy zastosowania nowych enzymów w syntezie oligosacharydów poprzez proces 
transglikozyłacji. Za akceptory służyły fenylowe, p-nitrofenylowe i p-hydroksyfeny- 
lowe a- i P-D-glukozydy, donorami były p-1,3-glukany, a enzymy zostały wyodręb­
nione ze Streptomyces sp. DIG-108 i obejmowały: sterolową p-D-glukozylotransfe- 
razę (SGTaza), kitalazę lub Doricellazę (celulazę). Reakcje według opisu patentowe­
go prowadzą do produktów p-1,3-transglikozylacji o stopniu polimeryzacji od 2 do 
10, które wykazują istotne cechy użytkowe.

W innym opisie patentowym (18) wspomniano ogólnie o możliwości zastosowa­
nia endoglukanaz i oligo- lub polisacharydów w reakcjach transglikozyłacji prowa­
dzonych w warunkach wysokiego nasycenia środowiska akceptorem.

Maltooligosacharydy i cyklomaltooligosacharydy są a-l ,4-glukanami, które zo­
stały użyte jako donory w reakcjach transglikozyłacji katalizowanych przez en- 
do-p-1,4-glukanazy pochodzące z różnych źródeł (19-22). Enzymy te przenoszą 
krótkie (1-4-cukrowe) fragmenty donora na typowe akceptory, np. p-nitrofenylowe 
glikozydy tworząc wiązania a-1,4- (19,20,22) i a-l,3-glikozydowe (20).

Fujimoto i wsp. (23) opisuje reakcję transglikozyłacji katalizowaną przez en- 
do-P-1,4-galaktanazę. Donorem dla enzymu był arabinogalaktan, a akceptorami 
p-nitrofenylowe i metylowe a- i p-galaktozydy. Produktami p-1,4- i p-1,3-galaktozy- 
lacji, jak się okazało, były mieszaniny krótkich di- i trisacharydowych glikozydów.

Inne ważne biopolimery: chondroityna, 4-siarczan chondroityny i 6-siarczan 
chondroityny, zostały opisane ostatnio jako donory w reakcjach transglikozyłacji ka­
talizowanych przez endo-p-N-acetyloheksozoaminidazę. Produktami reakcji były hy­
brydowe okta-, deka- i dodekaglikozoaminoglikany (GAG) posiadające w strukturze 
6-sulfonowane (GałNAc6S), 4-sulfonowane (GałNAc4S) i niesulfonowane reszty N-ace- 
tyłogałaktozoaminy (24).

Postępy w enzymatycznej syntezie oligosacharydów katalizowanej przez endoglikozydazy
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2.2. Transglikozylacja z udziatem fluorków glikozylowych

Interesującą grupą substratów dla endoglukanaz w reakcjach transglikozylacji, 
jak się okazało, są fluorki biozylowe (25). Pod wpływem specyficznych enzymów 
związki te głikozylują różne akceptory, a także ulegają oligo- i polimeryzacji. Tak 
zatem p-cellobiozylowy fluorek Glc(31-4Gkp-F poddany działaniu celulaz z T. viride, 
A. niger, P. tulipiferae w mieszaninie CH3CN/bufor octanowy ulega regiospecyficznej 
P-1,4-polimeryzacji z wydajnością aż 64% (10). Powstaje tzw. syntetyczna celuloza 
o stopniu polimeryzacji nie mniejszym od 22. W tych samych warunkach a-cellobio- 
zylowy fluorek nie ulega żadnej przemianie, natomiast p-laktozylowy fluorek 
Gaipi-4Glcp-F ulega ilościowej hydrolizie do D-laktozy. W obecności glukopiranozy- 
dów i celulaz fluorek P-laktozylu daje produkty P-1,4-laktozylacji (26,27).

Inny donor Xyipi-4GlcP-F pod wpływem endoksylanazy z Tńchoderma viride ule­
ga P-1,4-specyficznej polimeryzacji (28) do oligomerów o stopniu polimeryzacji nie 
przekraczającym 24. Podobnie zachowuje się Glcpi-4Xyip-F (28). Kilka publikacji 
(29-31) dotyczy p-laminarabiozylowego fluorku Gkpi-3GlcP-F, który jest donorem 
w reakcjach p-1,4-transglikozylacji i oligomeryzacji wywołanej stabilną endo-1,3- 
-(l,4)-p-głukanazą Bacillus licheniformis. Produkty reakcji mające różne sekwencje wiązań 
p-1,3 i P-1,4 są użyteczne w badaniach specyficzności endoglikozydaz.

2.3. Glikozylacja z udziałem konformacyjnie odkształconych donorów

Omówione w częściach 2.1 i 2.2 donory dla endoglikozydaz nie różnią się istot­
nie od używanych w reakcjach z egzoglikozydazami - są tylko „przedłużone” 
o jedną, lub więcej reszt glikozylowych.

Od niedawna w kilku laboratoriach na świecie jest badana nowa klasa donorów 
dla endoglikozydaz konformacyjnie zbliżonych do glikali, nadzwyczaj interesująca 
z teoretycznego i praktycznego punktu widzenia (32,33).

Przykładem donorów nowej klasy tzw. odkształconych substratów (distorted sub­
strates) jest związek OxGlcNAc (32), który może być rozpatrywany jako produkt cy- 
klodehydratacji D-GlcNAc (rys. 1). W strukturze tej, naprężenie wywołane wiąza-
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GlcNAc(31-4GlcNAcOxGlcNAc

OxGlcNAc: 2 metylo-4,5-dihydro-(l,2-dideoksy-a-D-glukopiranozo)|2,l-d]-l,3-oksazol 

Rys. 1. Enzymatyczna synteza N,N’-diacetylochitobiozy (wg 31).

‘OH
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niem podwójnym w pierścieniu 1,3-oksazolu jest przenoszone poprzez 1,2-cis 
złącze na większy pierścień, powodując jego konformacyjne odkształcenie w po­
równaniu z formą w D-GlcNAc. Pojawia się w ten sposób geometryczne podobień­
stwo OxGlcNAc do molekularnej struktury stanu przejściowego obserwowanej pod­
czas enzymatycznej hydrolizy chityny. Energia swobodna aktywacji OxGlcNAc ob­
niża się, a reakcja glikozylacji D-GlcNAc przebiega łatwo.

W cytowanej pracy donor w obecności 3-krotnego molowego nadmiaru akcepto­
ra w buforze cytrynowym o pH 7,8, traktowano chitynazą z Bacillus sp. przez 6 go­
dzin w temperaturze 25°C. Po acetylacji surowego produktu, wyodrębniono czysty 
heksaoctan N N’-diacetylochitobiozy z wydajnością 43%. Nie powstają inne regio- 
i stereoizomery.

Równie interesującym przykładem jest proces enzymatycznej syntezy chityny (33).

Postępy w enzymatycznej syntezie oligosacharydów katalizowanej przez endoglikozydazy

Chitynaza
-(4GlcNAcp1-4GlcNAcpi)n-

Chityna

Rys. 2. Enzymatyczna p-1,4-poliaddycJa GlcNAcpi-40xGlcNAc (wg 32).

W reakcji tej (rys. 2) użyto jako donora oksazołinowej pochodnej chitobiozy 
GlcNAc(31-40xGlcNAc z odkształconym pierścieniem jak w przypadku pochodnej 
OxGlcNAc (rys. 1). Pod wpływem chitynazy w buforze fosforanowym o pH 10,6 na­
stępuje p-1,4-poliaddycja. Powstaje syntetyczna chityna o masie cząsteczkowej po­
wyżej 40 kDa. Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że polimeryzacja jest możliwa 
w takim pH, w którym hydroliza produktu jest kompletnie zahamowana (optimum 
pH działania dla stosowanej chitynazy wynosi 7,8).

Prawdopodobnie w bliskiej przyszłości dostarczone zostaną dalsze przykłady 
rozwoju tej nowatorskiej koncepcji syntezy oligosacharydów.

2.4. Transglikozylacja z udziałem glikopeptydów jako donorów

jeszcze jeden spektakularny przykład zastosowania drobnoustrojowej endogli­
kozydazy został opublikowany przez K. Yamamoto i wsp. w roku 1998 (34). Autorzy 
wyodrębnili z hodowli Mucor hiemalis endo-P-N-acetyloglukozoaminidazę (EG 
3.2.1.96). Enzym hydrolizuje N-N’-diacetylochitobiozydowe wiązania w oligosacha- 
rydach połączonych z resztą kwasu asparaginowego (Asp) różnych glikoprotein i gli­
kopeptydów, pozostawiając jedną resztę N-acetyloglukozaminy (GlcNAc) na prote-
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Rys. 3. Transglikozylacja glikopeptydu T z użyciem glikopeptydowego donora D (wg 33). 
Oznaczenia :
D - glikopeptydow}' donor oligosacharydowego łańcucha,
GlcNAc-T - akceptor,
P - produkt transglikozylacji,
Endo-M - endo-p-N-acetyloglukozaminidaza Mucor hiemalis,
T - H-Ala-Ser-Thr-Thr-Tre-Asn-Tyr-Thr-OH - peptyd T,
S - NeuAc-Gal-GlcNAc-Man-.

inowym czy peptydowym fragmencie. Enzym wykazuje również właściwości trans- 
glikozylacyjne i może przenosić oligosacharydy z glikopeptydów na odpowiednie 
akceptory mające w swojej strukturze fragment GlcNAc.

Na rysunku 3 przedstawiono schemat zastosowania endoglikozydazy M w trans­
glikozylacji peptydu T. Petyd ten jest biologicznie aktywny i potrafi blokować infek­
cję ludzkich komórek T przez wirus H1V. jako donor D został użyty glikopeptyd 
otrzymany z ludzkiej transferyny. Produkt translikozylacji uzyskano z wydajnością 
]6%. Produkt ten wykazywał wysoką odporność na działanie enzymów proteoli­
tycznych. W zbliżonej tematycznie pracy (35), inna grupa autorów przeprowadziła 
transglikozylację a-D-GlcNAc-pNP stosując endo-P-N-acetyloglukozoaminidazę 
(oznaczoną jako Endo-A) Arthrobacter protophormiae oraz Man5-GlcNAc-GlcNAc-Asn 
jako donor. Produkt reakcji otrzymany z wydajnością 75% jest nowym odczynnikiem 
do oznaczania aktywności endo-p-N-acetyloglukozoaminidazy.

Przykłady nowej strategii w kombinatoryjnej syntezie glikolipidowych pochod­
nych opublikowali Yamada i wsp. (36). Uzyskali oni syntetyczny glikopolimer posia­
dający linkery o strukturze ceramidu. Związek ten jest rozpoznawany przez 
a(2-3)-N-sjalilową transferazę jako glikoproteina i w obecności ClVlP-Neu5Ac ulega 
transglikozylacji. Uzyskany nowy pseudoglikopeptyd jest wykorzystywany jako do­
nor D przez ceramidową glikanazę (CGazę), która przenosi fragment cukrowy na 
D-sfmgozynę (rys. 4). Powstały sfmgoglikolipid P zawiera wolną grupę aminową, 
umożliwiającą dalsze modyfikacje struktury i otrzymywanie nowych glikolipido­
wych pochodnych.
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CONH,

D-sfingozyna
CGaza

OH

Neu5Aca2-3Galp1-4Glcpr
NH.

Rys. 4. Transglikozylacja D-sfingozyny z użyciem pseudoglikopeptydowego donora D (wg 35). 
Oznaczenia :
D - syntetyczny pseudoglikopeptydowy donor oligosacharydowego łańi icha,
D-sfingozyna - akceptor,
P - produkt transglikozylacji : sfingoglikolipid,
CGaza - ceramidowa glikanaza (Boeheringer Mannheim).

3. Reakcje glikali

w publikacji z 1993 r. Hiraizumi (32) opisał disacharydowy związek Glcal-3 
glukal jako bardzo silny inhibitor (IC50 = 2,3 pM) endo-a-D-mannozydazy pocho­
dzącej z aparatu Golgiego nabłonka wątroby szczurzej. Jest to przykład oddziaływa­
nia glikali na katalityczne właściwości endoglikozydaz.

Pierwsza enzymatyczna glukozylacja glikali katalizowana przez endoglukanazę 
została opisana w 1999 r. (14). W reakcji transglikozylacji z laminaranem jako dono­
rem i D-glukalem jako akceptorem zastosowano homogenną endo-(3-l ,3-glukanazę 
Ga Cellulomonas cellulans. Otrzymano z dobrą wydajnością produkt monoglukozylacji 
D-glukalu. Wynik ten zasługuje na szczególną uwagę ze względu na praktyczne zna­
czenie glikali w syntezie organicznej (37).

Wcześniej opisane próby glukozylacji D-glukalu, w których wykorzystywano eg- 
zoglikozydazy nie powiodły się (38,39). Na uwagę zasługuje jednak opatentowana 
przez Withersa i wsp. (40) metoda glukozylacji D-cellobialu prowadząca do D-cel- 
lotrialu (31%) i D-cellotetralu (28%) z zastosowaniem specyficznie zmutowanej p-gluko- 
zydazy/galaktozydazy (AbgGlu358Ala) z Agrobacterium sp. (41). Należy jednakże za­
uważyć, że w tym przypadku glukozylacja zachodzi na fragmencie D-glukozy disa- 
charydowego akceptora.
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