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1. Uvod

Glykosylace je vyznamnou modifikaci biologicky aktiv-
nich litek. Umozituje konverzi lipofilnich latek na hydrofilnf,
méni nejen jejich farmakokinetické vlastnosti (rozpustnost,
transport), ale i farmakodynamické ti¢inky. Ziskana nové latka
pak muize byt téz efektivnéjsi prodrogou.

Zvlasté v poslednich 10 letech, kdy se rozvinulo po-
zndni u¢inkd nékterych sacharidii na molekuldrni trovni'?,
nabyly vétsi dalezitosti specidlni syntetické metody v chemii
sacharidii. Chemicka glykosylace vyzaduje vétSinou pouziti
nékolikastupniové syntézy, coz vede k nizSim kone¢nym vy-
tézkim. Proto se vyuziti enzymovych metod v této oblasti,
stejné jako v celé organické syntéze, stavajiz bézné uzivanou
technikou. Rozsifuji se nejen néstroje - tj. pouzitelnd Skdla
enzymi, stdle Castéji dostupnych komercné, ale rozvijeji se
i nové techniky, které Casto popiraji ortodoxni biochemické
postupy.

Enzymaticka glykosylace nachdzi praktické pouziti pre-
dev§im pii syntéze termodynamicky nepreferovanych glyko-
sidickych vazeb, jako jsou napt. o-galaktopyranosidy nebo
P-mannopyranosidy, dédle u substratti, které jsou citlivé k re-
akénim chemickym podminkdm, a tam, kde chemick4 glyko-
sylace nedavd zddané produkty - napf. misto glykosidd se
tvoii glykosylorthoestery.

781

2.  Glykosyltransferasy versus glykosidasy

Pro enzymovou glykosylaci l1ze pouZit dva zakladni typy
enzymu: glykosyltransferasy (EC 2.4.) a glykosidasy’ (EC
3.2)).

Glykosyltransferasy jsou enzymy, které syntetizuji glyko-
sidickou vazbu za fyziologickych podminek. Tyto enzymy
(vétSinou membrdnové véazané) vyuzivaji jako substraty cu-
kerné nukleosidy. Glykosyltransferasy vykazuji (i za podmi-
nek in vitro) striktni anomerni selektivitu (tvorba a- nebo
B-glykosidické vazby) a téz striktni regioselektivitu. Akcep-
torem jsou vétSinou jiz existujici glykosidy a enzymy rozpo-
znavaji na akceptoru jednu az dvé sacharidické jednotky a typ
vazby mezi nimi. Pravé tento fakt ptredstavuje nejvétsi ome-
zeni v syntéze, nebot $kdla pouZitelnych substratd je ddna
touto selektivitou. Kromé toho jsou glykosyltransferasy v pfi-
rodnich zdrojich obsazeny v relativné malém mnoZzstvi ajsou
pomérné nestabilni. V posledni dobé se stdle Castéji vyuziva
klonovanych glykosyltransferas a potfeba drahych nukleotidii
je feSena in situ generaci multienzymovymi systénly2'4.

Glykosidasy jsou enzymy, které za fyziologickych podmi-
nek glykosidickou vazbu $tépi. Upravou reakénich podminek
in vitro je vSsak mozné je pouzit k syntéze nové glykosidické
vazby. Glykosidasy jsou selektivni vii¢i typu St€pené vazby,
tj. rozliSuji a a B anomery. Ne zcela striktni selektivitu proje-
vuji, v nékterych piipadech, k typu hydrolyzovaného cukru
(napf. v pfipadé hexosaminidasy, mize byt odsStépovanym
cukrem N-acetylglukosamin nebo N-acetylgalaktosamin).
Nejmensi selektivitu maji glykosidasy k ¢asti slouceniny, na
kterou je cukerny zbytek navazdn (oligosacharid, aglykon
apod.). Glykosidy stejného typu, ale s riznymi aglykony, se
1i§i vétSinou hodnotou K .

Hlavni nevyhodou pfi syntéze glykosidii pomoci glykosi-
das jsou malé vytézky a nizka rcgioselektivita{ Existuji vsak
mozZnosti, jak posunout reakéni rovnovahu ve prospéch synté-
zy a dosdhnout tak vysSich vytézka (ptidavek organického
rozpoustédla’ nebo anorganickych soli").

Glykosidasy mohou katalyzovat syntetické reakce bud
jednoduchou reverzni hydrolyzou nebo pienosem glykosylo-
vého zbytku zjiz existujiciho glykosidu-donoru - na akceptor
(transglykosylace), viz obr.. 1.

Tyto schopnosti, tj. moznost reverze hydrolytické aktivity,
byly popsany i ujinych enzymt, napt. u lipas nebo proteas’™.

Transglykosylace, pii které glykosidasa prendsi glykosi-
dicky zbytek z existujiciho glykosidu (substrdtu) na cukerny
nebo necukerny akceptor, je fizena kineticky a probiha rela-
tivné rychle. Vytézek je dan, kromé reakénich podminek,
i reakéni dobou, priCemz jeji prodluzovani vétsinou vede ke
snizeni vytézku (naslednou hydrolyzou produktu, ktery je
zaroven substratem pro enzym). Jako glykosyl-donory se vét-
§inou pouzivaji aktivované glykosidy, Casto nitrofenylglyko-
sidy, které jsou vSak na rozdil od pfislusnych monosacharidi
dosti drahé (p-nitrofenyl-f-D-mannopyranosid 150 US $/g).

V tomto prehledu se soustiedime pouze na enzymové
katalyzovanou reverzni glykosylaci, tedy reakci, kdy zdrojem
glykosylu je volny monosacharid.
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Obr. 1. Schéma reakci katalyzovanych glykosidasami'

3. Obecnd strategie reverzni glykosylace

a nasledné izolace oligosacharidu

Pro pfipravu oligosacharidii reverzni glykosylaci lze s vy-
hodou vyuzit kontinudlni reakéni systém, tedy kolonu s imo-
bilizovanym enzymem a kolonu s aktivnim uhlim zapojené
v sérii. Princip spociva v siln&jsi adsorpci oligosacharidlii nez
monosacharidi na aktivni uhli. Ze systému jsou tedy konti-
nuélné odstraiiovany produkty reakce, coz vede k posunu
reakéni rovnovéhy ve prospéch syntézy. Po ukonceni reakce
jsou vyssi oligosacharidy eluovany z kolony s aktivnim uhlim
stoupajicim gradientem ethanolu ve vodé. Zbylé monosacha-
ridy, které se na kolonu nevaZi, je mozno znovu pouzit™".

Vytézky jednotlivych regioizomerl lze ovlivnit reakénimi
podminkami a metodou reakce. Ve vsddkovém uspotddani
jsou kone¢né vytézky kombinaci reverzni a transglykosy-
la¢nich reakci. U kolonového uspoiddani, kde jsou disacharidy
ihned adsorbovany na aktivni uhli a transglykosylace je prak-
ticky eliminovana, jsou produkty vysledkem pouze reverzni
hydrolyzy. Reakénim uspoifdddnim lze tedy ovlivnit tvorbu
uréitého disacharidu (ur¢itého typu vazby''), tab. I.

Referaty

Tabulka I

Vytézky o-D-glukosyl-D-fruktosy ziskané enzymovou kon-
denzaci D-glukosy a D-fruktosy uZitim o-glukosidasy (Sac-
charomyces. sp.) v zavislosti na reakénim systému''

Uspofadani Vytézky Typ vazby

(%]
o-(1—-1) o-(1—4) a-(1-5) o-(1—6)
Vsadkové 50,3 53 28 9 10
Kolonové 9,6 28 52 15 4
4. Glykosidasy v praxi

Vétsina hydrolas neni pfi pouZiti pro syntézu regioselek-
tivni. Enzymy nékdy upfednostiiuji syntézu vazby stejného
typu jaky mad jeji pfirozeny substrat.

V tabulce IT uvadime piehled konkrétnich aplikaci glyko-
sidas vyuzitych v modu ,reverzni glykosylace".

4.1. Mannosidasy

Pouziti ct-mannosidas pro reverzni glykosylaci vyzaduje
vysokou koncentraci volné mannosy (5 M) a vyssi teplotu
(50 °C) (o-mannosidasy jsou vétSinou termostabilni, takze
aktivita zlstava zachovdna az nékolik dni).

Rada mannooligosacharidi byla p¥ipravena piisobenim
a-mannosidasy z Aspergillus nigerlz, obr. 2. Jejich chemicka
ptiprava by zahrnovala mnoho krokd (blokaci a deblokaci
reaktivnich skupin). Jednoduché pouziti o(1—2)mannosyl-
transferas déva sice vysoké vytézky, ale pouze jeden typ
produktu. Pfi volbé metody piipravy zadané latky je nutné
uvazovat i sloZitost izolace v pfipadé vzniku regioizomert.

Mezi a-mannosidasami lze v§ak nalézt i enzymy s vyso-
kou regioselektivitou. Specifickd (1—2)c-mannosidasa byla
izolovéna z Aspergillus phoemcisma byla pouZita pro syntézu
0(1—2) mannobiosy a mannotriosy. Zména preference synte-

Mannosa (10 g)

} o-mannosidasa z Aspergillus niger

Smés oligosachariddi

l

Sorpce na aktivni uhli

Frakciovand eluce gradientem EtOH

r

HPLC (NH, kolona) L ]
|

Mano(1—6)Man

4
HPLC (Carbon-500)

i P =
Mano(1—2)Man [ il Mana(1—3)Man
290 mg | 3,3 mg
v '
Mano(1 —2)Mano(l —2)Man Mano(1 —2)Mano(1 —6)Man
14 mg 3,0 mg

1 . ’ . o 11
Obr. 2. Schéma izolaci mannooligomert
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tizované vazby (0i(1-—6)) byla viak zjisténa po imobilizaci
a-mannosidasy ',

Schopnost reverzni glykosylace byla nalezena i u a-man-
nosidas rostlinného ptivodu: napt. enzym z Canavalia ensifor-
mis byl pouzit pro piipravu mannobiosy (vznikaly v§echny
typy regioizomert), pro kondenzaci mannosy s jinymi mono-,
di- pfipadné& tlrisacharidylj a také reverzni glykosylaci a glyko-
ni; alkaloidd - elymoklavinu, chanoklavinu a ergometrinul(7
a pyridoxinu”. RovnéZ o-mannosidasu z Vigna umbellata
Ize pouzit pro pfipravu mannobios typu Manou(1—2)Man,
Mano(1—3)Man a Mano(1—6)Man, vytéZek jednotlivych
regioizomert je zdvisly na dobé& trvdni reakce (s prodluzujici
se dobou reakce roste podil Manoi(1—6)Man)'®.

Syntetickd pfiprava P-mannopyranosidil je zna¢né obtiz-
né, a proto je enzymova alternativa vyhodou. Zde vyniknou
prednosti reverzni glykosylace, protoze aktivovany donor (3-
-pNP-Man pro transglykosylaci je velmi drahy.

Regioselektivni (3-mannosidasa z plisné Rhizopus niveus
byla pouzita pro reverzni glykosylaci za vzniku disacharidu
Manf(1—4)Man a Manf(1—4)Manf(1—4)Man bez vedlej-
§fch produktt”,

4.2. Hexosaminidasy

Chemické syntéza glykosidli obsahujici aminocukry nenf
jednoduchd a vyzaduje mj. chrdnéni aminoskupiny pro za-
jisténi anomerni selektivity.. Jednou z nezbytnych podminek
pro uspésnou reverzni glykosylacije vysokd koncentrace reak-
tantd. V ptipadé [(-N-acetylhexosaminidasy je vSak enzym

HO

e

Peteneerylhexosaminidass

Referity

silné inhibovan N-acetylglukosaminem (K, = 1,6 mM) tak, Ze
kondenzaéni reakce za b&zné pouzivanych podminek™” je
prakticky nemozna (vytézky < 1 %).

Uzitim [(3-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
byl pfipraven kondenzaci N-acetylglukosaminu (1,5 M) 2-
-acetamido-6-0-(2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl)-
-2-deoxy-D-glucopyranosid (obr. 3). Aktivita vody zde byla
sniZzena ptidavkem vys$i koncentrace anorganické soli (LiCl
nebo (NH,),SO, 0,4-0,7 M), coz vedlo k posunu rovnovdhy
ve prospéch tvorby produktu (vytézek 14 %). Kromé toho
pfidavky anorganickych soli, pfedeviim (NH,),SO,, stabi-
lizuji enzymovou aktivitu’,

Zajimavym piikladem je kondenzace dvou rtiznych sa-
charidii, 2-deoxy-2-N-acetylglukosaminu (2 M) a mannosy
(9 M), katalyzované [3-N-acetylhexosaminidasou z Canava-
lia ensiformis nebo Bacillus circulans. S relativné malymi
vytézky byly tak ptipraveny disacharidy GlcNAcf(1—2)Man
(0,23 %) a GIcNAcB(1—6)Man(1,7 %)>".

4.3. Galaktosidasy a glukosidasy

Rada homo- a hetero- disacharidi nebo oligosachari-
du, jejichZz chemické syntéza by vyZzadovala vice kroki (blo-
kace, deblokace, izolaéni mezikroky), byla pfipravena uzi-
tim oca B-glukosidas, a a [-galaktosidas a glukoamylas
z riiznych zdroji v systému reverzni glykolysy (tab. II). Spo-
le¢nym znakem t&chto jednostupiiovych reakci je vysokd kon-
centrace volného cukru (3-5 M), vyssi reakéni teplota
(- 50 °C).

HOo= £—0
Hid. A

A, oryme
|-

HO~ =t
|rc.&’_‘\l"\jlall

MHAC

pH 4.5; 0.5 8-LICL, 45

C, 100 h

NH#AG

Obr. 3. Enzymové katalyzovanéd kondenzace 2-acetamido-6-0-(2-acetamido-2.-deoxy-B-l)-glucopyranosyl)-2-de0xy-D—glucopyranosid6
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Tabulka IT
Glykosidy pripravené enzymaticky reverzni hydrolyzou

Enzym Zdroj Vytezek [%] Produkt

a-Mannosidasa Aspergillus niger12 3 Manao(1—2)Man
<0,1 Mano(1—3)Man
<0,2 Manoy(1 —2)Mano(1 —2)Man
<0,1 Mano(1 —2)Mano(1 —6)Man
<0,1 Manoy(1—6)Man
Aspergillus phoenicis® 22 Mano(1—2)Man
8 Mano(1 —2)Mano(1 —2)Man
2,7 Mano(1 —2)Mano( 1 —2)Mano(1—2)Man
Aspergillus  phoenicis™ 2-88 Mano(1—X)Man
Manou(1—2)Man
Mano(1—3)Man
0-38 Mano(1—-6)Man
fada heterodisacharidi obsahujici mannosu
Canavalia ensif()rmis]7 2,3 Pyridoxin O-mannopyranosidasy
Canavalia ensiformis 11 Chanoklavin a-mannopyranosidasy
18 Elymoklavin a-mannopyranosidasy
: 13 Ergometrin a-mannopyranosidasy
Vigna umnellata” Manoy(1—2)Man
2-20 Mano(1—3)Man
Mano(1—6)Man
P-Mannosidasa Rhizopus niveus'" 0,5 Manf(1—4)Man
0,2 Manf( 1 -»4)Manf(1 —4)Man
B-N-Acetylhexosaminidasa  Aspergillus oryzae" 14 GlcNAcf( 1 —6)GlcNAc
Bacillus circulans" 0,23 GlcNAcB(1—2)Man
1,7 GlcNAcB(1—6)Man
o-Galaktosidasa Mortierella vinacea’ 17,6 Rafinosa
|3-Galaktosidasa Aspergillus  oryzae' 7 Galp(1-X)Glca, 01 <1)Gle (C)*
18 GalB(1—-X)Glea,a(1 <>)Gle (B)®
Escherichia coli’ 3,3 Laktulosa
8 Allo-laktulosa
Escherichia coli®! 0,9 Galp(1—4)GIcNAc
9,1 Galp(1—6)GIcNAc
Escherichia coli” 6 Galp(1-X)Glc
16 Galp(1-X)GIcNAc
11,3 Galp(1—X)Fru (C)
55 Galp(1—X)Fru (B)
Aspergillus  oryzae” 14 Galp(1—-X)GlcNAc (C)
89 Galp(1—X)GlcNAc (B)
8 Galp(1—X)Fru (C)
57,6 Galp(1—-X)Fru (B)
Escherichia coli' 4,5 GalB(1—X)Glco(1 <> I)aGle (C)
14 Galp(1—=X)Glcol 1 <> )aGlc (B)
Escherichia coli’ 10,6 Isorafinosa
o-Glukosidasa Saccharomyces sp.” 9,6 Glua(1—-X)Gleo(1 «1)aGlc (C)
Saccharomyces sp? 5,6 Gluo(1-X)Glc (C)
30,4 Gluol(1-X)Glc (B)
Saccharomyces sp.m 2 Gluo(1-X)Fru (C)
7 Gluo(1-X)Glco(1 < D)aGlc (B)
B-Glukosidasa hoiké mandle® 7,8 GleB(1-X)Glc (C)
31,3 Glef(1—X)Gle (B)
hoiké madle™ 40 GleB(1—X)Gle
Saccharomyces sp.m 0,9 Glep(1—=X)Gleo(1 <> 1)aGle (C)
5 Glep(1-X)Glea(1 > 1)aGle (B)
Rhizopus niveus” 7 GleB(1—-X)Glcol(1 <> 1)aGlc (C)
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Tabulka II —pokracovani

Enzym Zdroj
Penicillium fLmic:Ltl()sun?3
Glukoamylasa Aspergillus niger”

. ; 10
Rhizopus niveus

Rhizopus sp.”

Vitezek [%]

14
21

30,5
0-6,

2

14
23
3,1

Referaty

Produkt

GleB(1—-X)Glcol 1> 1)aGle (B)
GleB(1-X)Glc (C)
Glef(1-X)Gle (B)

5 fada heterodisacharidi obsahujici glukosu
Gleo(1-X)Glco(1<> 1)aGlce (C)
Glca(1->X)Glca(l<> 1)aGlc (B)
Gleo(1—-X)Glc (C)

Glco(1—-X)Glc (B)

*C - kolonové usporddani (column), "B - vsadkové uspofadani (batch), © 1—->X = smés regioizomeri

Tabulka III

Alkyl- a aryl-glykosidy ptipravené enzymaticky reverzni hydrolyzou

Enzym Zdroj

B-Glukosidasa hotké mandle™
hotké mandle®

hotké mandle™

hovké mandle’

hotké mandle®

hotké mandle”
hotké mandle™

hotké mandle®
hotké mandle’®'”’
hotké mandle®
hotké mandle’’
Aspergillus oryzae'
Rhizopus oryzae™

[-N-Acetylhexosaminidasa
Glukoamylasa

Helix pomatia’
Aspergillus niger’

B-Mannosidasa
a-Galaktosidasa

B-Galaktosidasa Aspergillus oryzae’

5. Reverzni glykosylace v dvoufazovych

systémech

Zvlastnim zplsobem je vyuziti reverzni glykosylace pfi
pripravé alkyl a aryl glykosidli. Alkohol v reakéni smési mé
jednak funkci akceptoru glykosylu ajednak upravuje reakéni
podminky, tj. snizuje termodynamickou aktivitu vody v reakci
(pro ucinek enzymu je nezbytné nutné minimdalni mnoZzstvi
vody v reakci), a posouva tak pribéh reakce smérem k synté-

Vytézek [%]

Produkt

4-12 fada alkyl a aryl glukosidi
61 Glep-p-(CH,),OH
7 Glcp-p-(CH,),NHCOCF,
17 GlcB-p-S(CH,),SH
62 Allyl-B-D-Glc
40 Benzyl-B-D-Gle
15 Allyl-B-D-Gal
61 Glcp-p-(CH,),OH
50 Glep-p-(CH,),CH=CH,
11 GlcB-p-(CH,),Si(CH,),
17 2-Hydroxybenzyl-$-D-Glc
8 n-Octyl-B-D-Glc
0,6-1,6 B-D-glukosidy primarnich alkohold (C = 5-12)
6-60 B-D-glukosidy mono-alkohold (C = 3-6)
42-65 P-D-glukosidy dioli (C4 a C5)
44 n-Butyl-B-D-Glc
30-70 n-Alkyl-B-D-Glc (C = 6-12)
8 n-Octyl-f-D-Glc
40 But-3-en-2-yl-glukosid
4-6 Benzyl-B-D-GlcNAc
0-5,6 P-D-glukosidy mono-alkohold (C = 3-6)
2=51 P-D-glukosidy diolt (C4 a C5)
12 Man-f-p-(CH,),OH
47 Galo.-p-(CH,),OH
37 Gala-p-(CH,),CH=CH,
48 GalP-p-(CH,).OH
29 GalB-p-(CH,),CH=CH,
Zes’6’22’23. U vyssich alkoholil probiha reakce ve dvoufdzovém
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systému. V nékterych ptfipadech dochdazi ke kontinualni extra-
ci vznikajiciho glykosidu do organické faze, reakéni rovnova-
ha se posouva ve prospéch syntézy a zjednodusuje se i nasled-
né izolace produktu.

Dobrych vysledkl pfi kondenzaci alkohold a glukosy bylo
dosazeno pouzitim 3-glukosidasy z hotkych mandli (tab. I11).
Tento enzym je stabilni v pfitomnosti organickych rozpou-
$tédel, a to i za vys8ich teplot (~60 °C). Reakce probihd velmi
dobfe s aromatickymi slouceninami. Maximadlni stability
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a soucasné optimalni syntetické aktivity bylo dosazeno v 90 %
vodném roztoku acetonitrilu, terc.butanolu nebo acetonu. Se
zvySenim obsahu vody se rychlost reakce sice zvysi, ale vy-
tézky se snizuji’*>.

Bylo prokazano, Ze kondenzacf glukosy a alkoholii (C,—C,,)
za katalyzy [3-glukosidasou z hotkych mandli vznikaji alkyl
glukosidy, a to jak v pfipadé alkoholi primarnich, sekundar-
nich (-alkoholll a s malymi vytéZky i sekundéarnich y-alkoho-
162630 Vytezky reakef jsou nejvyssi (70 % vztazeno na gluko-
su) u l-alkylglukosidt a klesaji s prodluzujicim se fetézcem
alkoholt?’. Tyto enzymové glykosylace se v soucasnosti vy-
uzivaji primyslové pfi vyrobé neionickych detergentd.

6. Zavér

Aplikace enzymu v syntézach efektivné dopliuji a dokon-
ce i nahrazuji slozité organické syntézy sloucenin s dtlezitymi
biologickymi funkcemi. Vyznamné jsou enzymové syntézy he-
terooligosacharidi, jejichZ biologicka vyuZitelnost stale roste'.

Reverzni glykosylace je relativné jednoduchou metodou
piipravy oligosacharidti. Jednd se o jednostupiiovou reakci,
kter4 je zvlasté vyhodnd pro glykosylaci substrati s jednou
OH-skupinou, kdy je eliminovana tvorba regioizomert. Pfi
ptipravé homooligomeri jsou tyto reakce vhodné pro scale-
up. Tvorba rtiznych regioizomert je vétS§inou déna typem
(ptivodem) enzymu, takZe pii vhodném vybéru enzymu se
typy produktt daji vhodné kontrolovat. Rozvoj novych tech-
nik - pouziti dvoufdzovych soustav, piidavky organickych
soli a kosolventil - které se objevuji v posledni dob&, umoziuji
vyuziti glykosidas, u kterych reverzni glykosylace nebyla
prakticky pouzitelna.

Nizs§i cena donorti (volné sacharidy) a vyhoda jednostup-
nové reakce predstavuje efektivni moznost priimyslového vy-
uziti reverzni hydrolyzy. Nékteré oligosacharidy, napf. oligo-
mannosidy jsou napf. potencidlné vyuzitelné jako potravinai-
sk4 aditiva (tzv. ,,nutraceuticals®).

Seznam zkratek

Fru Fruktofuranosa

Gal Galaktopyranosa

Glc Glukopyranosa

GIcNAc 2-Deoxy-2-iV-acetylglukosamin
Man Mannopyranosa

pNP-BMan  p-Nitrofenyl-f3-D-mannopyranosid

Prdce autori v jejich laboratori byla podporena granty
AV CRéE A 6020605 a GA CR & 203/96/1267.
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V. K¥en (Institute of Microbiology, Laboratory of Biotran-
sformation, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue): Enzymatic Reverse Glycosylation

Biological significance of oligosaccharides is growing
rapidly and necessitates development of efficient methods
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of their synthesis. Enzymatic glycosylations, in compari-
son with the chemical methods, are especially useful in
the glycosylation of complex biologically active substan-
ces, where drastic conditions or the use of toxic (heavy) me-
tal catalysts are generally undesirable. A key advantage
of enzymatic methods is their stereo- and regioselectivi-
ty. Two types of enzymes can be used to obtain oligosac-
charides: hydrolytic enzymes, which catalyze thermodynami-
cally controlled hydrolysis or kinetically controlled trans-
glycosylation and transferases. In this paper, preparation
of oligosaccharides using reverse glycosylation is summari-
zed.





