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P& vej mod bedre
modermaoelkserstatning

Modermcaelk indeholder scerlige kulhydrafter,
humane mcelkeoligosakkarider (HMO), som
har afggrende betydning for spcedbarnets
sundhed. Modermcelkserstatning baseret
pd& komaoelk mangler disse unikke molekyler,
hvorfor der er stor interesse for at fremstille
HMOQO ftil industriel brug.

Af Birgitte Zeuner og Anne S.
Meyer, Center for BioProcess
Engineering, DTU Kemiteknik

Modermelk bestar primert af laktose
(ca. 70 g/L), fedt (ca. 40 g/L), protein
(ca. 8 g/L) og humane malkeoligosakka-
rider (HMO; 5-20 g/L). I komelk, som
bruges til fremstilling af modermelks-
erstatning, er laktoseniveauet lavere (ca.
50 g/L), proteinniveauet hgjere (ca. 30
g/L) og mangden af oligosakkarider
forsvindende lille (<0.05 g/L) [1].

Det er for leengst bevist, at HMO har
stor betydning for spedbarnets helbred -
heriblandt beviselig prabiotiske effekter,
dvs. gavnlig udvikling af barnets tarm-
bakterieflora, samt en raekke immuno-
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modulerende effekter. Derfor er der naturligt nok stor interesse
blandt producenter af modermealkserstatning for at udnytte
artiers forskningsresultater i fremstilling af HMO og deres
individuelle biologiske effekter til at opna et bedre produkt:
modermalkserstatning med HMO.

Der er identificeret omkring 200 forskellige HMO-strukturer
i modermelk. Interessen har naturligt nok koncentreret sig om
at forsgge at producere de mest dominerende HMO. Sammen-
setningen af HMO i modermealk er afh@ngig af moderens
sakaldte udskillerstatus og blodtype [2], se faktaboks 1.

Hos "udskillerne” (ca. 80% af mg@drene) er 2’-fukosyllactose
(2’FL) den mest udbredte HMO efterfulgt af lakto-N-fukopen-
taose I (LNFP I) og lakto-N-tetraose (LNT). Hos de resterende
20% (’ikke-udskillerne”) er LNT mest udbredt efterfulgt af
lakto-N-fukopentaose (LNFP II) [2], se faktaboks 1.

Produktion af HMO
12016 sendte amerikanske Abbott modermalkserstatning med
2’FL pa markedet under navnet Similac Pro-Advance. I 2017

Faktaboks 1:
Omtalte HMO-strukturer
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Udskillerstatus og HMO

Forekomsten af bestemte HMO-strukturer i modermel-
ken er afh@ngigt af moderens genetiske profil, neermere
bestemt hendes sakaldte udskillerstatus.

Omtrent 80% af befolkningen er “udskillere” og produce-
rer bl.a. 2’-FL vha. fukosyltransferase 2 (FUT2), hvorimod
de resterende 20% ikke har aktivt FUT2 og derfor ikke
producerer a-1,2-fukosyleret HMO (de kaldes “ikke-ud-
skillere™) [2].

Det er vist, at denne forskel har effekt pa spedbarnets
tarmflora og dermed muligvis ogsa pa udvikling af
immunforsvaret.
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sendte schweiziske Nestlé i samarbejde med danske Glycom
modermealkserstatning med bade 2’FL og lacto-N-neotetraose
(LNnT) pa det spanske marked. I forhold til LNT er den termi-
nale galaktose i LNnT bundet via en 1,4-binding fremfor via
en B1,3-binding til N-acetylglukosamin, se faktaboks 1. LNnT
er den tiende mest udbredte HMO-struktur. Bade 2°’FL og
LNnT anvendt i modermelkserstatningen fra Nestlé er pro-
duceret vha. genetisk modificering af Escherichia coli; pro-
dukterne er godkendt af bade EFSA og FDA. Desuden indgik
amerikanske DuPont sidst i 2016 et samarbejde med belgiske
Inbiose om produktion af 2’FL via fermentering. Flere andre
producenter af 2°’FL opererer ogsa pa markedet med enten
fermentering eller kemisk syntese [3], og som det vil fremga
nedenfor er det ogsa muligt at producere HMO direkte via
enzymatisk syntese.

Genetisk modificering af f.eks. E. coli til produktion af
HMO kraever en raekke knock-in og knock-out af gener. Hvor
selve fermenteringen let kan opskaleres, har oprensning af
produktet lenge vaeret en udfordring - s@rligt hvis koncen-
trationen er lav og skalaen er stor. Nar der arbejdes med
genmodificerede organismer, er det et ufravigeligt krav, at
slutproduktet er helt fri for disse [4]. Fermentering giver godt
udbytte af simple HMO-strukturer som 2’FL, men generelt
gar udbyttet ned, nar kompleksiteten i den gnskede HMO-
struktur gar op [5].

Et alternativ til fermentering med genetisk modificeret
E. coli er brug af glykosylhydrolaser (GH) til enzymatisk
fremstilling af HMO. I forhold til clean label bruges enzymer
kun som proceshjelpemidler. I mennesket - og i modificeret
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E. coli - er HMO-syntesen katalyseret
af specifikke glykosyltransferaser (GT),
men bortset fra enkelte mikrobielle GT
kraver denne type enzymer nukleotid-
bundne donorsubstrater, som pa nuve-
rende tidspunkt er for kostbare at bruge
til industriel produktion. Fokus er i
stedet pa GH, som er nemme at udtryk-
ke, robuste og kan anvende forholdsvist
billige substrater, men som skal virke
via en revers katalyse for, at syntesen af
HMO opnas.

Vi har tidligere beskrevet bade
genetisk modificerede og nyopdagede
sialidaser til enzymatisk produktion af
sialylerede HMO ud fra substrater fra
mejeriindustrien (se bl.a. Dansk Kemi
2015, 96, nr. 3, s. 8-10). Sialylerede
HMO udggr 15-35% af mengden af
HMO i modermelk [2]. Til sammenlig-
ning udggr fukosylerede HMO 30-70%
af mangden - i begge tilfelde afhengigt
af moderens udskillerstatus [2].

Xyloglukan: en naturligt
forekommende fukosyldonor
Indtil videre har brugen af fukosida-

ser (GH familie 29) til produktion af
fukosylerede HMO veret begranset
bade af manglen pa en forholdsvis billig,
naturligt forekommende fukosyldonor
og af manglen pa tilstrekkeligt effektive
transfukosylaser med den rette katalyti-
ske regioselektivitet, dvs. sikring af kor-
rekt placering af fukose-enheden pa ac-
ceptorsubstratet. Produktionsprocessen
for 2’FL og andre fukosylerede HMO
patenteret af danske Glycom vedrgrer
saledes brug af enten kemisk syntetise-
rede aromatiske fukosylderivater eller

andre fukosylerede HMO som fukosyl-
donorer. Serligt populer i laboratoriet er
f.eks. p-nitrophenyl a-L-fukopyranosid,
som frigiver giftig p-nitrophenol under
reaktionen(!). I naturen findes fukose -
udover i HMO og i en reekke glykaner
pa celleoverfladerne - i bl.a. xyloglukan
fra visse planter. I vores nye studie [6]
har vi udvundet fukosyleret xyloglukan
fra citrusskrael og anvendt dette som
fukosyldonor.

I xyloglukan er fukose bundet til

galaktose med en a-1,2-binding, figur
1. Brug af dette substrat som fukose-
donor kraver derfor en fukosidase,
som er aktiv pa a-1,2-fukosyleringer.
Netop de a-1,2-fukosylerede er de mest
udbredte HMO-strukturer [2]. Blandt
fem udvalgte a-L-fukosidaser fra GH29
subfamilie A, som alle havde trans-
fukosyleringsaktivitet med 2°’FL som
donor og LNT som acceptor, gjorde

en enkelt sig s@rlig bemarket, nemlig
FgFCOl fra plantepatogen Fusarium
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Figur 1. Produktion af den mest udbredte HMO-struktur 2'-fukosyllaktose (2'FL) kan katalyseres af a-L-fukosidasen FgFCOT1 fra Fusarium
graminearum ud fra biomasse: vi anvendte laktose og fukosyleret xyloglukan udvundet of citrusskreel. Udover 2'FL (14% udbytte) dan-
nes ogsa fri fukose [6].
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Enzymatiske katalysatorer
i HMO-produktion

Glykosylhydrolaser (GH):

Fra et aktiveret donorsubstrat (f.eks. naturligt forekom-
mende di-/oligo-/polysakkarid eller p-nitrophenyl glykosid)
kan GH katalysere transglykosylering i konkurrence med
hydrolyse af donorsubstratet. Ofte er transglykosylerings-
produktet ogsa substrat for en efterfglgende hydrolyse.
Produktudbyttet afhenger saledes af balancen mellem
enzymets transglykosyleringsaktivitet og dets hydrolyse-
aktivitet, og kan bl.a. forgges ved at anvende en hgj
acceptorkoncentration.

Transglykosidaser (TG):

Egentlig GH, hvor hydrolyseaktiviteten er (stort set) fravee-
rende. Forholdsvist sjeldne i naturen, is@r inden for HMO-
strukturer. Dog findes et enkelt velstuderet eksempel,
nemlig transsialidaser fra Trypanosoma-parasitter - mest
kendt er transsialidasen fra Trypnosoma cruzi.

Glykosyltransferaser (GT):

Katalyserer HMO-syntesen in vivo. Kraver nukleotid-
aktiverede donormolekyler og er ofte membranbundne - og
derfor vanskelige at arbejde med in vitro.

Glykosyntaser (GS):

Ved substitution af den katalytiske nukleofil med en ikke-
nukleofil aminosyre fjernes hydrolyseaktiviteten fra GH.
GS anvender gerne glykosylfluorider som substrater. o-L-
Fukosynthaser benytter syntestisk B-fukosylfluorid, som er
ustabilt. Syntetisk B-fukosylazid er et alternativ.

Genetisk modificeret E. coli:

Gennem en rekke knock-in af gener for f.eks. glykosyl-
transferaser og transportere til at fa substrat ind og produkt
ud af cellen samt knock-out af bl.a. lacZ B-galactosidase,
kan simple HMO-strukturer som 2°’FL produceres ved
fermentering.

graminearum: FgFCOI katalyserede dannelsen af 2’FL - den
mest udbredte HMO - med fukosyleret xyloglukan som fu-
kosyldonor og laktose som acceptor, figur 1. Udbyttet var 8%
efter fire timer og 14% efter 24 timer [6]. FgFCOI havde lav
hydrolyseaktivitet pa 2’FL, og derfor faldt produktbyttet ikke
1 lgbet af de 24 timers reaktion, som det ellers ofte er tilfeldet
med glykosidase-katalyseret transglykosylering.

Ny fukosidase med hgj transfukosyleringsaktivitet
For nyligt blev tre nye fukosidaser fra patogene Clostridium
perfringens ATCC 13124 beskrevet [7]. En af dem - CpAfc2

- havde hydrolytisk aktivitet pA HMO-lignende strukturer og
blev klassificeret som medlem af GH29 underfamilie B, der
indeholder a-1,3/4-fukosidaser, som specifikt er aktive pa
forgrenede a-1,3- og a-1,4-fukosyleringer. I vores nye studie
[6] viste vi, at rekombinant CpAfc2 katalyserede dannelsen af
LNFP II fra 3FL og LNT med et udbytte pa 34-39%. Dette er
et langt hgjere udbytte, end hvad der er rapporteret for to native
a-L-1,3-fukosidaser fra Bifidobacterium sp. og pa niveau med
hvad der er opnaet med en genetisk modificeret variant af
a-L-1,3/4-fukosidase fra Bifidobacterium longum subsp.
infantis [6,8]. Det er saledes sandsynligt, at flere effektive

transfukosidaser kan identificeres, selvom ingen i dag er kendte.
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Selvom det er to kostbare HMO-strukturer (3FL og LNT),
der er i brug som substrater, kan der med denne metode opnas
en blanding med tre forskellige HMO-strukturer, nemlig
LNT, 3FL og LNFP II. LNT er som n&vnt blandt de tre mest
udbredte HMO-strukturer generelt, mens den mere komplekse
LNFP II er den nzstmest udbredte i modermalk fra de ca. 20%
“ikke-udskillere”. Mens fermentering af modificeret
E. coli med rimeligt udbytte af LNT og 3FL er beskrevet, er det
hidtil ikke lykkedes at producere den mere komplekse LNFP
II ved fermentering [3,5]. En kombination af fermentering og
fukosidase-katalyseret transfukosylering er saledes en oplagt
mulighed.

Vores forskning i enzymatisk transfukosylering er stgttet af
Det Frie Forskningsrad - Teknologi og Produktion (bevilling til
BZ).

E-mail:
Birgitte Zeuner: biz@kt.dtu.dk
Anne S. Meyer: am@kt.dtu.dk
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