, : o
Kemikere vil meget gerne kunne bygge sma molekyler af sukkerstoffer (oligo-

sakkarider) i laboratoriet, da sddanne molekyler kan have stor forskningsmaessig =~
og kommerciel veerdi. En stor udfordring er at styre den kemiske binding mellem
molekylets grundkomponenter, men her kan de rette metalforbindelser hjeelpe
pa vej, viser Robert Madsens forskning.

p
. r. ’Ey._.

iv kan beskrives som en

slags kompliceret kemi.

Og i livets kemi spiller

tre typer makromolekyler
en hovedrolle, nemlig proteiner,
nukleinsyrer og oligosakkarider,
hvor sidstnaevnte bestar af kulhy-
drater (sukkerstoffer). De indgar i
stort set alle processer i levende
organismer. Forskere er derfor
meget interesserede i at studere
disse biomolekyler og deres vek-
selvirkninger, fordi det kan veere
ngglen til at forsta en lang reekke
biologiske processer. Dermed er
det ogsa af stor praktisk veerdi, fx
i forbindelse med udvikling af nye
leegemidler.

Til studierne har man brug for
simple udgaver af disse komplek-
se molekyler, som man har 100
% styr pa. Dvs. man skal fx veere

&
e d

-

@ge,« forteeller Robert
 er professor ved
or Kemi pa DTU. Men der
nd til optimisme: | et projekt
“finansieret af Det Frie Forsknings-
rad | Natur og Univers har Robert
med sin forskningsgruppe opnaet
resultater, der peger pa, at oligo-
sakkarider i fremtiden vil kunne
fremstilles betydeligt mere effek-
tivt i laboratoriet.

sikker pa, at det udelukkende er
et veldefineret molekyl
bejder med og ikke en b
flere varianter. Det er mege
at skaffe sadanne veldefinerede
molekyler ved blot at isolere dem
fra naturlige kilder. Derfor forsgger
kemikere i stedet at ggre nature
kunsten efter og bygge simple
udgaver af molekylerne op i labo-
ratoriet. Den kunst har forskerne
bragt til et stade, hvor man i dag
hurtigt og effektivt kan bygge re-
lativt store molekyler af proteiner
og nukleinsyrer pa specialiserede
syntesemaskiner.

Kemisk modulbyggeri

Nar man betragter den kemiske
struktur af proteiner, nukleinsyrer
og oligosakkarider, er det karak-
teristisk for dem, at de populeert
sagt alle er modulopbyggede.
Dvs. de er opbygget af et stort tal
grundleeggende enheder, der er
bundet sammen. Proteinerne er
grundleeggende opbygget af lange
keeder af aminosyrer, som foldes i

Oligoakkariderne har derimod vist
sig som en langt mere vanskelig
ngd at knaekke for kemikerne.

»Det er en meget arbejdskreevende
proces at bygge oligosakkarider via

20 AKTUEL NATURVIDENSKAB | NR.6 | 2016




Dannelsen af en glykosidbinding i laboratoriet

Glykosyl-donor Glykosyl-acceptor

OP OP
PO 0 HO 0
PO + PO OP
PO | PO
/
Kemisk gruppe, der

forlader molekylet ved
reaktionen

P = beskyttelsesgrupper

@verst ses princippet i dannelsen af en glykosidbinding
i laboratoriet, hvor to monosakkarider - en donor og
en acceptor - kobles sammen. Alle hydroxygrupper
(OH), man ikke gnsker indgar i bindingen, er blokeret af
beskyttelsesgrupper. | dette eksempel sker bindingen

RO HO
RO o) HO o)
RO + HO OR
RO HO
Br

En tilsvarende reaktion er illustreret herover. Her
bruges metallet molybdeen til at guide reaktionen,
sa man ikke behgver blokere alle hydroxygrupper-
ne. Molybdeen binder sig til to af hydroxygrupperne
og forgger derved deres reaktivitet, sa bindingen

_— >

Glykosidbinding (a eller B)

Promoter

PO 0 a
PO
oP

PO
Disakkarid-produkt

ved kulstofatomerne med position hhv. 1 og 4 i de to
kulstofringe. Koblingen kan give anledning til to rumligt
forskellige udgaver af det endelige disakkarid. For at fa
reaktionen til at forlgbe er der brug for reagenser (pro-
moter), som ogsa forbruges i reaktionen.

RO

RO 0

Molybdaen RO
—_—

Glykosidbinding
06
ROL HO o
HO OR
H Br
Spaltes fra

HO

sker her fremfor ved andre hydroxygrupper - i dette
tilfeelde ved kulstofatomerne med position 1 og 6. Ud-
over de viste forbindelse indgar der ogsa reagenser i
reaktionen, som er tilsat med henblik pa at binde det
fraspaltede hydrogen og brom.

en kompliceret struktur i det aktive
proteinmolekyle. Nukleinsyrerne
(som DNA) er opbygget af en lang
streng af kemiske byggeblokke
kaldet nukleotider.

Hvad oligosakkarider angar, anty-
der navnet allerede, at der her er
tale om “fa” (oligos = ringe antal
pa graesk) sakkarider. Grunden-
heden i oligosakkarider kaldes
monosakkarider, og dem findes der
en del forskellige af - fx glukose,
fruktose og mannose, som er nogle
af de mere kendte. Generelt siger
man, at der er tale om et oligosak-
karid, nar stoffet indeholder mel-
lem 3 og ca. 25 monosakkarider.
Forbindelser med flere monosakka-
rider kaldes polysakkarider og kan
veere meget komplekse molekyler
med tusindvis af monosakkarider
koblet sammen som i stivelse, cel-

lulose og glykogen.

»For en kemiker kan det veere en
udfordring bare at koble to mo-
nosakkarider sammeng, forteeller
Robert. »Og hvis man vil koble 25
monosakkarider sammen, snakker
vi om et helt ph.d.-projekt. Til sam-
menligning kan man pa syntese-
maskiner let koble op til 50 nukle-
otider eller aminosyrer sammen til
et veldefineret molekyle«.

Hermed er det ogsa antydet, at
problemet ikke ligger i at skaffe
byggeklodserne - monosakkarider-
ne - men at det hele handler om
den kemiske binding, der kobler
monosakkariderne sammen.

En tricky binding
Mens aminosyrer og nukleoti-
der kobles sammen med simple

Robert Madsen
Robert Madsen er
professor ved institut
for Kemi pa DTU. Han
modtog sin ph.d.-grad i
kulhydratkemi fra DTU i
1992 og arbejdede her-
efter som postdoc i USA
ved henholdsvis Duke
University og Stanford
University. Siden 1996
har han forsket i kulhy-
drater og metallers kemi
ved DTU, hvor han blev
udnaevnt til professor i 2003. Hans
forskningsgruppe har uddannet over
30 ph.d. studerende og modtaget
mange bevillinger fra bade private og
offentlige rad og fonde. Robert Mad-
sen har ogsa modtaget flere priser for
sin forskning herunder Torkil Holms
Forskningspris og Bjerrum-Brgn-
sted-Lang forelaesningen.
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Kompleksiteten i polysakkarider kan illustreres med molekylet
glykogen, som er opbygget af tusindvis af glukosemolekyler
(den farvede struktur i midten er et enzym, glucogenin). Alle de

kemiske bindinger (kaldet hhv.
amidbindinger og fosfodiesterbin-
dinger), er den kemiske binding
mellem to monosakkarider en
mere kompliceret sag. Denne type
binding kaldes en glykosidbinding,
og for syntesekemikeren er der to
udfordringer i at fa den til at opfare
sig preecis som gnsket.

»Den ene udfordring er, at der kan
dannes to rumligt forskellige udga-
ver af det resulterende molekyle,
nar man kobler monosakkarider
sammeng, siger Robert. »Og den
anden er, at der er flere forskellige
kemiske grupper pa monosakka-
riderne, der potentielt kan indga i
bindingen. Sa den store kunst er
at fa bindingen til at ske netop der,
hvor man gnsker den.«

Det er den anden af disse udfor-

linezere keaeder er forbundet med a-1,4-glykosidbindinger, mens
forgreningspunkterne er et resultat af o-1,6-glykosidbindinger.
Glykogen fungerer i dyr og mennesker som energidepot.

Illustration: Mikael Haggstrém

dringer, Robert har haft fokus pa i
sit projekt.

Monosakkarider er grundleeggende
opbygget som ringformede struk-
turer, hvor ringen primaert bestar
af kulstofatomer. Pa nogle af kul-
stofatomerne sidder der sdkaldte
hydroxygrupper, der kemisk set
bestar af et hydrogen- og et oxy-
genatom (OH). En glykosidbinding
opstar ved, at et monosakkarid
reagerer med en hydroxygruppe pa
et andet monosakkarid.

»Problemet er sa, at der pa
monosakkarider kan veere 3-5
hydroxygrupper, og hvis man gns-
ker, at bindingen opstar et helt
specifikt sted, skal man have styr
pa de gvrige hydroxygrupper, sa de
ikke blander sig utidigt,« forteeller
Robert.
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Traditionelt har man gjort det ved
at reagere hydroxygrupperne med
kemiske forbindelser, sa kun en
af dem er fri til at reagere, mens
de andre er blokerede, nar de

to monosakkarider skal kobles
sammen. Denne fremgangsmade
kreever i sagens natur en reekke
ekstra reaktioner i syntesen af det
feerdige oligosakkarid. Derudover
skal de molekyler, man bruger til
at blokere hydroxygrupperne med,
fjernes igen efter at oligosakkari-
det er dannet. Det kreever endnu
en arbejdsgang og producerer
ogsa et affaldsprodukt, der skal
handteres.

Metaller kan dirigere
koblingen

»| forskningsprojektet har vi arbej-
det med at udvikle en ny strategi
til at koble monosakkariderne



Aminosyrer koblet
sammen i protein

NH,

H— C — COOH

R
Struktur af
aminosyre ”
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|
H
Amidbinding
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RO OR’

Fosfodiesterbinding

Nukleinsyrer som DNA og proteiner er ligesom oligosak-
karider modulopbyggede. Men de kemiske bindinger,
der kobler modulerne sammen, er mere simple og der-
for lettere at lave i laboratoriet. lllustrationen viser den
principielle struktur af disse bindinger, hhv. amidbindin-
gen og fosfodiesterbindingen.

| laboratoriet kan man i dag let fremstille oligomerer af
DNA og RNA med automatiske syntesemaskiner. Billedet
viser en model fra det danske firma Oligomaker Aps.
Med et sadant apparat kan man fx lave 10 oligomerer
bestaende af hver 20 nukleotider pa under 2,5 time.
Foto: Oligomaker.

sammen uden at bruge kemiske
beskyttelsesgrupper til at skeerme
hydroxygrupperne af«, forteeller
Robert. »Det minder en smule om,
hvordan processen foregar i natu-
ren, hvor enzymet glykosyl-trans-
ferase klarer sammenkoblingen,
ved at enzymet binder substratet i
sit aktive site, sddan at kun en be-
stemt reaktion kan forekomme.«

Tricket er at udnytte metalholdige
forbindelser til at dirigere koblin-
gen, saledes at den kun finder sted
med én bestemt hydroxygruppe.

»Princippet bestar i, at et mono-
sakkarid med frie hydroxygrupper
blandes med et metal, hvorved
metallet binder til to af hydroxy-
grupperne. Afhaengig af det valgte
metal, kan der herefter ske to ting.
Enten forgges reaktiviteten af én

af de bundne hydroxygrupper, sa-
ledes at den efterfglgende kobling
med et andet monosakkarid kun
finder sted med denne gruppe.
Alternativt kan metallet nedseette
reaktiviteten af begge hydroxygrup-
per, og koblingen vil herefter finde
sted med en tredje gruppe, som
ikke er bundet til metallet,« forkla-
rer Robert.

Han forteeller, at metallet kan veere
tin eller bor, som dog begge har
ulemper. Tin-forbindelser er giftige
og vanskelige at adskille fra organi-
ske forbindelser, mens bor-forbin-
delser er kostbare. | projektet har
Robert og kolleger derfor under-
sggt en reekke andre metaller.

»Vi opdagede, at molybdaen-for-
bindelser ogsa kan anvendes
til at dirigere koblingen,« siger

Robert. »Molybdaen-forbindelser
er bade billige og relativt ugiftige
og udger derfor et godt alterna-
tiv til tin- og bor-forbindelserne.
Molybdeen-forbindelser virker
ved at binde til to hydroxygrupper
i et monosakkarid, hvilket gger
reaktiviteten af den ene gruppe.
Koblingen til et andet monosak-
karid sker derefter kun til denne
hydroxygruppe, pa trods af at
molekylet indeholder adskillige
andre hydroxygrupper.«

Pa denne made er det muligt at
koble to monosakkarider, uden
at hydroxygrupperne i det ene
forst skal skeermes via en raekke
separate reaktioner. Det danne-
de produkt vil veere et disakkarid,
som efterfglgende kan reagere
videres via samme reaktion til et
trisakkarid. Ifglge Robert Madsen
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Syntesemaskiner til at lave oligosakkarider er sa smat ved at
blive kommercielt tilgeengelige. Billedet viser The glyconeer
fra det tyske firma GlycoUniverse GMbH.

er det ikke realistisk at lave leen-
gere oligosakkarider udelukkende
ved brug af metaller til at dirigere
koblingerne.

»Men teknikken ggr det muligt
nemt at fremstille en reekke di- og
trisakkarider, som kan fungere
som byggesten i fremstillingen af
leengere oligosakkarider,« siger
han.

Forskning med mange
perspektiver

Der er en hel reekke omrader, hvor
let adgang til at fremstille velde-
finerede oligosakkarider, kan fa
stor praktisk betydning. Det geelder
ikke mindst inden for udviklingen
af nye laeegemidler. Oligosakkarider
er involveret i en lang reekke vitale
processer i vores organisme som
kommunikation mellem celler, im-
munrespons, udvikling af kraeft og
andre sygdomme. Derfor er forbed-
rede metoder til at fremstille oligo-
sakkarider afggrende for at kunne

studere nogle af de fundamentale
biologiske vekselvirkninger, disse
molekyler indgar i, ligesom de i sig
selv kan veere en komponent i et
nyt leegemiddel.

Indenfor fadevareomradet kan

der ogsa veere interessante an-
vendelser - fx i forbindelse med
fremstilling af kulhydrater, som kan
tilseettes fadevarer.

Ogsa indenfor udvikling af nye
metoder til produktion af produkter
ud fra biomasse - fx biobraendsler
- er der oplagte perspektiver, idet
forskning bygget pa veldefinerede
oligosakkarider vil kunne hjeelpe
forskere med at gge forstaelsen

af, hvordan enzymer nedbryder
biomasse.

Alt sammen heenger det altsa pa,
hvor god man kan blive til at lave
en bestemt kemisk binding - glyko-
sidbindingen - i laboratoriet. En
drem vil selvfglgelig veere at opna
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samme hurtighed og effektivitet,
hvormed man i dag producerer
oligonukleotider og -peptider pa
syntesemaskiner i laboratoriet.
Men her ma man ifglge Robert
Madsen indstille sig pa, at det pa
grund af den meget mere kompli-
cerede kemiske binding neeppe
nogensinde vil veere muligt at
matche den effektivitet, man kan
producere de to andre biomoleky-
ler med.

»Det er faktisk muligt i dag at
producere oligosakkarider pa syn-
tesemaskiner, men det er som sagt
ikke seerlig effektivt. Der er dog
ingen tvivl om, at det kan gares
meget bedre, og vores resultater
kan bidrage til denne udviklings,
slutter Robert. [ ]



