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1. Uvod

Glykosylace je významnou modifikací biologicky aktiv-
ních látek. Umožňuje konverzi lipofilních látek na hydrofilní,
mění nejen jejich farmakokinetické vlastnosti (rozpustnost,
transport), ale i farmakodynamické účinky. Získaná nová látka
pak může být též efektivnější prodrogou.

Zvláště v posledních 10 letech, kdy se rozvinulo po-
znání účinků některých sacharidů na molekulární úrovni1'2,
nabyly větší důležitosti speciální syntetické metody v chemii
sacharidů. Chemická glykosylace vyžaduje většinou použití
několikastupňové syntézy, což vede k nižším konečným vý-
těžkům. Proto se využití enzymových metod v této oblasti,
stejně jako v celé organické syntéze, stává již běžně užívanou
technikou. Rozšiřují se nejen nástroje - tj. použitelná škála
enzymů, stále častěji dostupných komerčně, ale rozvíjejí se
i nové techniky, které často popírají ortodoxní biochemické
postupy.

Enzymatická glykosylace nachází praktické použití pře-
devším při syntéze termodynamicky nepreferovaných glyko-
sidických vazeb, jako jsou např. a-galaktopyranosidy nebo
P-mannopyranosidy, dále u substrátů, které jsou citlivé k re-
akčním chemickým podmínkám, a tam, kde chemická glyko-
sylace nedává žádané produkty - např. místo glykosidů se
tvoří glykosylorthoestery.

2. Glykosyltransferasy versus glykosidasy

Pro enzymovou glykosylaci lze použít dva základní typy
enzymů: glykosyltransferasy (EC 2.4.) a glykosidasy3 (EC
3.2.).

Glykosyltransferasy jsou enzymy, které syntetizují glyko-
sidickou vazbu za fyziologických podmínek. Tyto enzymy
(většinou membránově vázané) využívají jako substráty cu-
kerné nukleosidy. Glykosyltransferasy vykazují (i za podmí-
nek in vitro) striktní anomerní selektivitu (tvorba a- nebo
p-glykosidické vazby) a též striktní regioselektivitu. Akcep-
torem jsou většinou již existující glykosidy a enzymy rozpo-
znávají na akceptoru jednu až dvě sacharidické jednotky a typ
vazby mezi nimi. Právě tento fakt představuje největší ome-
zení v syntéze, neboť škála použitelných substrátů je dána
touto selektivitou. Kromě toho jsou glykosyltransferasy v pří-
rodních zdrojích obsaženy v relativně malém množství a jsou
poměrně nestabilní. V poslední době se stále častěji využívá
klonovaných glykosyltransferas a potřeba drahých nukleotidů
je řešena in šitu generací multienzymovými systémy2'4.

Glykosidasy jsou enzymy, které za fyziologických podmí-
nek glykosidickou vazbu štěpí. Úpravou reakčních podmínek
in vitro je však možné je použít k syntéze nové glykosidické
vazby. Glykosidasy jsou selektivní vůči typu štěpené vazby,
tj. rozlišují a a P anomery. Ne zcela striktní selektivitu proje-
vují, v některých případech, k typu hydrolyzovaného cukru
(např. v případě hexosaminidasy, může být odštěpovaným
cukrem N-acetylglukosamin nebo TV-acetylgalaktosamin).
Nejmenší selektivitu mají glykosidasy k části sloučeniny, na
kterou je cukerný zbytek navázán (oligosacharid, aglykon
apod.). Glykosidy stejného typu, ale s různými aglykony, se
liší většinou hodnotou Km.

Hlavní nevýhodou při syntéze glykosidů pomocí glykosi-
das jsou malé výtěžky a nízká regioselektivita4. Existují však
možnosti, jak posunout reakční rovnováhu ve prospěch synté-
zy a dosáhnout tak vyšších výtěžků (přídavek organického
rozpouštědla5 nebo anorganických soh ).

Glykosidasy mohou katalyzovat syntetické reakce buď
jednoduchou reverzní hydrolýzou nebo přenosem glykosylo-
vého zbytku z již existujícího glykosidu-donoru - na akceptor
(transglykosylace), viz obr. 1.

Tyto schopnosti, tj. možnost reverze hydrolytické aktivity,
byly popsány i u jiných enzymů, např. u lipas nebo proteas7'8.

Transglykosylace, při které glykosidasa přenáší glykosi-
dický zbytek z existujícího glykosidů (substrátu) na cukerný
nebo necukerný akceptor, je řízena kineticky a probíhá rela-
tivně rychle. Výtěžek je dán, kromě reakčních podmínek,
i reakční dobou, přičemž její prodlužování většinou vede ke
snížení výtěžku (následnou hydrolýzou produktu, který je
zároveň substrátem pro enzym). Jako glykosyl-donory se vět-
šinou používají aktivované glykosidy, často nitrofenylglyko-
sidy, které jsou však na rozdíl od příslušných monosacharidů
dosti drahé (p-nitrofenyl-P-D-mannopyranosid 150 US $/g).

V tomto přehledu se soustředíme pouze na enzymově
katalyzovanou reverzní glykosylaci, tedy reakci, kdy zdrojem
glykosylu je volný monosacharid.
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Hydrolýza

E x \ // HOR
Gly-OH Hydrolýza

Obr. 1. Schéma reakcí katalyzovaných glykosidasami4

3. Obecná strategie reverzní glykosylace
a následné izolace oligosacharidů

Pro přípravu oligosacharidů reverzní glykosylací lze s vý-
hodou využít kontinuální reakční systém, tedy kolonu s imo-
bilizovaným enzymem a kolonu s aktivním uhlím zapojené
v sérii. Princip spočívá v silnější adsorpci oligosacharidů než
monosacharidů na aktivní uhlí. Ze systému jsou tedy konti-
nuálně odstraňovány produkty reakce, což vede k posunu
reakční rovnováhy ve prospěch syntézy. Po ukončení reakce
jsou vyšší oligosacharidy eluovány z kolony s aktivním uhlím
stoupajícím gradientem ethanolu ve vodě. Zbylé monosacha-
ridy, které se na kolonu neváží, je možno znovu použít9'10.

Výtěžky jednotlivých regioizomerů lze ovlivnit reakčními
podmínkami a metodou reakce. Ve vsádkovém uspořádání
jsou konečné výtěžky kombinací reverzní a transglykosy-
lačních reakcí. U kolonového uspořádání, kde jsou disacharidy
ihned adsorbovány na aktivní uhlí a transglykosylace je prak-
ticky eliminována, jsou produkty výsledkem pouze reverzní
hydrolýzy. Reakčním uspořádáním lze tedy ovlivnit tvorbu
určitého disacharidu (určitého typu vazby11), tab. I.

Tabulka I
Výtěžky cc-D-glukosyl-D-fruktosy získané enzymovou kon-
denzací D-glukosy a D-fruktosy užitím a-glukosidasy (Sac-
charomyces sp.) v závislosti na reakčním systému11

Uspořádání Výtěžky Typ vazby

^ % ] a-(l->l) oc-(l-»4) a-(l->5) <x-(l->6)

Vsádkové
Kolonové

50,3
9,6

53
28

28
52

9
15

10
4

4. Glykosidasy v praxi

Většina hydrolas není při použití pro syntézu regioselek-
tivní. Enzymy někdy upřednostňují syntézu vazby stejného
typu jaký má její přirozený substrát.

V tabulce II uvádíme přehled konkrétních aplikací glyko-
sidas využitých v modu „reverzní glykosylace".

4 . 1 . M a n n o s i d a s y

Použití a-mannosidas pro reverzní glykosylaci vyžaduje
vysokou koncentraci volné mannosy (5 M) a vyšší teplotu
(50 °C) (a-mannosidasy jsou většinou termostabilní, takže
aktivita zůstává zachována až několik dnů).

Řada mannooligosacharidů byla připravena působením
a-mannosidasy z Aspergillus niger12, obr. 2. Jejich chemická
příprava by zahrnovala mnoho kroků (blokaci a deblokaci
reaktivních skupin). Jednoduché použití a(l—>2)mannosyl-
transferas dává sice vysoké výtěžky, ale pouze jeden typ
produktu. Při volbě metody přípravy žádané látky je nutné
uvažovat i složitost izolace v případě vzniku regioizomerů.

Mezi a-mannosidasami lze však nalézt i enzymy s vyso-
kou regioselektivitou. Specifická (1—>2)a-mannosidasa byla
izolována z Aspergillus phoenicisn a byla použita pro syntézu
oc(l—>2) mannobiosy a mannotriosy. Změna preference synte-

Mannosa (10 g)

1 a-mannosidasa z Aspergillus niger

Směs oligosacharidů

i
Sorpce na aktivní uhlí

Frakciovaná eluce gradientem EtOH

r
HPLC (NH2 kolona)

4
HPLC (Carbon-500)

r
Manct(l—>2)Man

290 mg

Mana(l->6)Man
2,2 mg

Mana( 1 -^2)Mana( 1 —>2)Man
14 mg

Mancc(l—>3)Man
3,3 mg

Mana( 1 ->2)Mana( 1 ->6)Man
3,0 mg

Obr. 2. Schéma izolací mannooligomerů
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tizované vazby (oc(l—>6)) byla však zjištěna po imobilizaci
a-mannosidasy .

Schopnost reverzní glykosylace byla nalezena i u a-man-
nosidas rostlinného původu: např. enzym z Canavalia ensifor-
mis byl použit pro přípravu mannobiosy (vznikaly všechny
typy regioizomerů), pro kondenzaci mannosy s jinými mono-,
di- případně trisacharidy15 a také reverzní glykosylaci a glyko-
nů: alkaloidů - elymoklavinu, chanoklavinu a ergometrinu16

a pyridoxinu17. Rovněž a-mannosidasu z Vigna umbellata
lze použít pro přípravu mannobios typu Mana(1^2)Man,
Mana(l-H>3)Man a Mana(l—>6)Man, výtěžek jednotlivých
regioizomerů je závislý na době trvání reakce (s prodlužující
se dobou reakce roste podíl Mana(l—>6)Man)18.

Syntetická příprava P-mannopyranosidů je značně obtíž-
ná, a proto je enzymová alternativa výhodou. Zde vyniknou
přednosti reverzní glykosylace, protože aktivovaný donor (3-
-pNP-Man pro transglykosylaci je velmi drahý.

Regioselektivní (3-mannosidasa z plísně Rhizopus niveus
byla použita pro reverzní glykosylaci za vzniku disacharidu

Manp(1^4)Man a Manp(l—>4)ManP(l—>4)Man bez vedlej-
ších produktů19.

4 . 2 . H e x o s a m í n i d a s y

Chemická syntéza glykosidů obsahující aminocukry není
jednoduchá a vyžaduje mj. chránění aminoskupiny pro za-
jištění anomerní selektivity. Jednou z nezbytných podmínek
pro úspěšnou reverzní glykosylaci je vysoká koncentrace reak-
tantů. V případě P-N-acetylhexosaminidasy je však enzym

silné inhibován /V-acetylglukosaminem (Kí = 1,6 mM) tak, že
kondenzační reakce za běžně používaných podmínek5'20 je
prakticky nemožná (výtěžky < 1 %).

Užitím P-Ař-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
byl připraven kondenzací Af-acetylglukosaminu (1,5 M) 2-
-acetamido-6-O-(2-acetamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-
-2-deoxy-D-glucopyranosid (obr. 3). Aktivita vody zde byla
snížena přídavkem vyšší koncentrace anorganické soli (LiCl
nebo (NH4)2SO4 0,4-0,7 M), což vedlo k posunu rovnováhy
ve prospěch tvorby produktu (výtěžek 14 %). Kromě toho
přídavky anorganických solí, především (NH4)2SO4, stabi-
lizují enzymovou aktivitu6.

Zajímavým příkladem je kondenzace dvou různých sa-
charidů, 2-deoxy-2-A'-acetylglukosaminu (2 M) a mannosy
(9 M), katalyzované P-A^-acetylhexosaminidasou z Canava-
lia ensiformis nebo Bacillus circulans. S relativně malými
výtěžky byly tak připraveny disacharidy GlcNAcP(1^2)Man
(0,23 %) a GlcNAcP(l-^6)Man (1,7 %f\

4 . 3 . G a 1 a k t o s i d a s y a g l u k o s i d a s y

Rada homo- a hetero- disacharidu nebo oligosachari-
dů, jejichž chemická syntéza by vyžadovala více kroků (blo-
kace, deblokace, izolační mezikroky), byla připravena uži-
tím a a P-glukosidas, a a P-galaktosidas a glukoamylas
z různých zdrojů v systému reverzní glykolysy (tab. II). Spo-
lečným znakem těchto jednostupňových reakcí je vysoká kon-
centrace volného cukru (3-5 M), vyšší reakční teplota
(- 50 °C).

Obr. 3. Enzymově katalyzovaná kondenzace 2-acetamido-6-0-(2-acetainido-2-deoxy-(3-D-glucopyranosyl)-2-deoxy-D-glucopyranosid6

Obr. 4. Enzymová kondenzace 2-deoxy-2-Ar-acetylgIukosaminu a mannosy21
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Tabulka II
Glykosidy připravené enzymaticky reverzní hydrolýzou

Enzym

a-Mannosidasa

Zdroj

Aspergillus niger12

Aspergillus phoenicis]3

Aspergillus phoenicis14

Výťežek [%]

3
<0,l
<0,2
<0,l
<0,l
22
8
2,7
2-88

Produkt

Mana(l—>2)Man
Mana(l-»3)Man
Mancc( 1 -^2)Mana( 1 -^2)Man
Mana( 1 ̂ >2)Mana( 1 -~^6)Man
Mana(l->6)Man
Mana(l—>2)Man
Mana( 1 -^2)Mana( 1 -^2)Man
Mana( 1 —>2)Mana( 1 —>2)Mana( l—>2)Man
Mana(l—>X)Man
Mana(1^2)Man
Mana(1^3)Man

0-38 Mana(l-^6)Man
řada heterodisacharidů obsahující mannosu

P-Mannosidasa

P-iV-Acetylhexosaminidasa

a-Galaktosidasa
|3-Galaktosidasa

a-Glukosidasa

P-Glukosidasa

Canavalia ensiformis11

Canavalia ensiformis

Vigna umnellata

Rhizopus niveus

Aspergillus oryzae
Bacillus circulans19

Mortierella vinacea9

Aspergillus oryzae10

Escherichia colP1

Escherichia coli31

Escherichia coli32

Aspergillus oryzae32

Escherichia coli10

Escherichia coli9

Saccharomyces sp.''
Saccharomyces sp?3

Saccharomyces sp.10

hořké mandle33

hořké madle20

Saccharomyces sp.w

Rhizopus niveus10

2,3
11
18
13

2-20

0,5
0,2
14
0,23
1,7
17,6
7
18
3,3
8
0,9
9,1
6
16
11,3
55
14
8,9
8
57,6
4,5
14
10,6
9,6
5,6
30,4
2
7
7,8
31,3
40
0,9
5
7

Pyridoxin a-mannopyranosidasy
Chanoklavin a-mannopyranosidasy
Elymoklavin a-mannopyranosidasy
Ergometrin a-mannopyranosidasy
Mana(l-^2)Man
Mana(l->3)Man
Mana(l—>6)Man
ManP(l-^4)Man
ManP( 1 ̂ 4)ManP( 1 ̂ 4)Man
GlcN Ac P( 1 ->6)GlcNAc
GlcNAcP(1^2)Man
GlcNAcP(l-^6)Man
Rafinosa
GaiP(l-^X)Glca,a(l o l)Glc (C)a-C

GaiP(l->X)Glca,a(l o l)Glc (B)b

Laktulosa
Allo-laktulosa
GaiP(1^4)GlcNAc
GaiP(l-^6)GlcNAc
GaiP(l-^X)Glc
GaiP(l->X)GlcNAc
GaiP(l^X)Fru(C)
GaiP(l^.X)Fru(B)
GaiP(l^X)GlcNAc(C)
GaiP(l^X)GlcNAc(B)
Galp(l^X)Fru (C)
Gaip(l^X)Fru(B)
Gaip(l-^X)Glca(l<-> l)aGlc (C)
GaiP(l^X)Glca(lo l)aGlc (B)
Isorafinosa
Glua(l^X)Glca(l ^ l)aGlc (C)
Glua(l^X)Glc (C)
Glua(l^X)Glc(B)
Glua(l^X)Fru (C)
Glua(l-^X)Glca(l^ l)aGlc (B)
GlcP(l->X)Glc (C)
GlcP(l->X)Glc(B)
GlcP(l^X)Glc
GlcP(l^X)Glca(l<-> l)aGlc (C)
GlcP(l^X)Glca(l« l)aGlc (B)
GlcP(l^X)Glca(l^ l)aGlc (C)
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Tabulka II - pokračování

Referáty

Enzym

Glukoamylasa

Zdroj

Penicillium funiculosum

Aspergillus niger34

Rhizopus niveus]0

Rhizopus sp.33

Výtěžek [%]

14
3 3 2,1

30,5
0-6,5
2
14
2,3
3,1

a C - kolonové uspořádání (column), b B - vsádkové uspořádání (batch),c 1—>X

Tabulka III
Alkyl- a aryl-glykosidy připravené enzymaticky reverzní hydrolýzou

Enzym

(3-Glukosidasa

(3-A^-Acetylhexosaminidasa
Glukoamylasa

(3-Mannosidasa
a-Galaktosidasa

P-Galaktosidasa

Zdroj

hořké mandle24

hořké mandle2

hořké mandle

hořké mandle5

hořké mandle22

hořké mandle29

hořké mandle28

hořké mandle30

hořké mandle2 6'2 7

hořké mandle36

hořké mandle37

Aspergillus oryzae
Rhizopus oryzae

Helix pomatia5

Aspergillus niger5

Aspergillus oryzae5

Výtěžek [%]

4-12
61
7
17
62
40
15
61
50

• 1 1
17
8
0,6-1,6
6-60
42-65
44
30-70
8
40
4-6
0-5,6
2-51
12
47
37
48
22

Produkt

GlcP(l--»X)Glca(l<-*l)aGlc (B)
GlcP(l->X)Glc (C)
GlcP(l->X)Glc (B)
řada heterodisacharidů obsahující glukosu
Glcoc(l-»X)Glca(l<->l)aGlc (C)
Glcoc(l->X)Glca(l <-> 1)ocGlc (B)
Glca(l->X)Glc (C)
Glca(l^X)Glc (B)

= směs regioizomerů

Produkt

řada alkyl a aryl glukosidů
Glcp-D-(CH2)6OH
GlcP-D-(CH2)6NHCOCF3

GlcP-D-S(CH2)3SH
Allyl-P-D-Glc
Benzyl-P-D-Glc
Allyl-P-D-Gal
GlcP-D-(CH2)6OH
GlcP-D-(CH2)3CH=CH2

GlcP-D-(CH2)2Si(CH3)3

2-Hydroxybenzyl-P-D-Glc
n-Octyl-P-D-Glc
P-D-glukosidy primárních alkoholů (C = 5-12)
P-D-glukosidy mono-alkoholů (C = 3-6)
P-D-glukosidy diolů (C4 a C5)
«-Butyl-P-D-Glc
n-Alkyl-P-D-Glc (C = 6-12)
«-Octyl-P-D-Glc
But-3-en-2-yl-glukosid
Benzyl-p-D-GlcNAc
P-D-glukosidy mono-alkoholů (C = 3-6)
P-D-glukosidy diolů (C4 a C5)
Man-P-D-(CH2)6OH
Gala-D-(CH2)6OH
Gala-D-(CH2)3CH=CH2

Gaip-D-(CH2)6OH
Gaip-D-(CH2)3CH=CH2

5. Reverzní glykosylace v dvoufázových
systémech

Zvláštním způsobem je využití reverzní glykosylace při
přípravě alkyl a aryl glykosidů. Alkohol v reakční směsi má
jednak funkci akceptoru glykosylu a jednak upravuje reakční
podmínky, tj. snižuje termodynamickou aktivitu vody v reakci
(pro účinek enzymu je nezbytně nutné minimální množství
vody v reakci), a posouvá tak průběh reakce směrem k synté-

ze
5,6,22,23. U vyšších alkoholů probíhá reakce ve dvoufázovém

systému. V některých případech dochází ke kontinuální extra-
ci vznikajícího glykosidů do organické fáze, reakční rovnová-
ha se posouvá ve prospěch syntézy a zjednodušuje se i násled-
ná izolace produktu.

Dobrých výsledků při kondenzaci alkoholů a glukosy bylo
dosaženo použitím P-glukosidasy z hořkých mandlí (tab. III).
Tento enzym je stabilní v přítomnosti organických rozpou-
štědel, a to i za vyšších teplot (-60 °C). Reakce probíhá velmi
dobře s aromatickými sloučeninami. Maximální stability
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a současně optimální syntetické aktivity bylo dosaženo v 90 %
vodném roztoku acetonitrilu, terc.butanolu nebo acetonu. Se
zvýšením obsahu vody se rychlost reakce sice zvýší, ale vý-
těžky se snižují24'25.

Bylo prokázáno, že kondenzací glukosy a alkoholů (C2-C1 2)
za katalýzy (3-glukosidasou z hořkých mandlí vznikají alkyl
glukosidy, a to jak v případě alkoholů primárních, sekundár-
ních (3-alkoholů a s malými výtěžky i sekundárních y-alkoho-
lů26"30. Výtěžky reakcí jsou nejvyšší (70 % vztaženo na gluko-
su) u 1-alkylglukosidů a klesají s prodlužujícím se řetězcem
alkoholů27. Tyto enzymové glykosylace se v současnosti vy-
užívají průmyslově při výrobě neionických detergentů.

6. Závěr

Aplikace enzymů v syntézách efektivně doplňují a dokon-
ce i nahrazují složité organické syntézy sloučenin s důležitými
biologickými funkcemi. Významné jsou enzymové syntézy he-
terooligosacharidů, jejichž biologická využitelnost stále roste1.

Reverzní glykosylace je relativně jednoduchou metodou
přípravy oligosacharidů. Jedná se o jednostupňovou reakci,
která je zvláště výhodná pro glykosylaci substrátů s jednou
OH-skupinou, kdy je eliminována tvorba regioizomerů. Při
přípravě homooligomerů jsou tyto reakce vhodné pro scale-
up. Tvorba různých regioizomerů je většinou dána typem
(původem) enzymu, takže při vhodném výběru enzymu se
typy produktů dají vhodně kontrolovat. Rozvoj nových tech-
nik - použití dvoufázových soustav, přídavky organických
solí a kosolventů - které se objevují v poslední době, umožňují
využití glykosidas, u kterých reverzní glykosylace nebyla
prakticky použitelná.

Nižší cena donorů (volné sacharidy) a výhoda jednostup-
ňové reakce představuje efektivní možnost průmyslového vy-
užití reverzní hydrolýzy. Některé oligosacharidy, např. oligo-
mannosidy jsou např. potenciálně využitelné jako potravinář-
ská aditiva (tzv. „nutraceuticals").

S e z n a m z k r a t e k

Fru Fruktofuranosa
Gal Galaktopyranosa
Glc Glukopyranosa
GlcNAc 2-Deoxy-2-iV-acetylglukosamin
Man Mannopyranosa
pNP-PMan p-Nitrofenyl-P-D-mannopyranosid

Práce autorů v jejich laboratoři byla podpořena granty
AVČR č. A 6020605 a GA ČR č. 203/96/1267.
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L. Weignerová, E. Rajnochová-Herkommerová, and
V. Křen (Institute of Microbiology, Laboratory ofBiotran-
sformation, Academy of Sciences ofthe Czech Republic, Pra-
gue): Enzymatic Reverse Glycosylation

Biological significance of oligosaccharides is growing
rapidly and necessitates development of efficient methods

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 ušed to obtain oligosac-
charides: hydrolytic enzymes, which catalyze thermodynami-
cally controlled hydrolysis or kinetically controlled trans-
glycosylation and transferases. In this páper, preparation
of oligosaccharides using reverse glycosylation is summari-
zed.
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