Kunstige enzymer

Enzymer har en enestaende evne til at accelerere kemiske processer.
Der forskes malrettet i at optimere enzymer haseret pa cyclodextrin

Af Jeannette Bjerre, Lavinia Marinescu og Mikael Bols, Kemisk Institut, Aarhus Universitet

Enzymer er biologiske katalysatorer, der muligger forlgbet af
livsngdvendige biokemiske processer i og uden for cellerne,
som ikke ville finde sted i tilstreekkelig grad uden katalyse. En-
zymer hjeelper os med at fordgje faden og bistar kroppens celler
i at omdanne naringsstofferne i maden til nyttige energiformer
for muskler og hjerne. Vha. enzymer bliver gifte og affalds-
stoffer omdannet til en form, sa de kan udskilles. Endvidere
fremskynder enzymer processer ved genopbygning og veaekst af
veev. Enzymer har en fabelagtig evne til at accelerere reaktioner.
I visse tilfeelde kan et enzym fa en kemisk reaktion, der ellers
ville tage milliarder af ar, til at forlgbe pa fa sekunder.

Enzymer er derfor helt grundleeggende for organismen og
livet som helhed. De har stor industriel anvendelse og findes
i mange af de produkter, vi benytter i dagligdagen, herunder
vaskepulver, kontaktlinseveeske og shampoo. Den industri-
elle fremstilling af alkoholiske drikke og malkeprodukter er
afheaengig af enzymer, og de anvendes hyppigt til optimering og
effektivisering af diverse kemiske reaktioner, da enzymer miljg-
maessigt er at foretraekke frem for brugen af toksiske kemikalier.

Figur 1. Enzymer (E) binder de-
res substrater (S) specifikt for at
kunne udgve katalyse. Katalysen
foregar ved naerhedseffekter.

Enzymer er oftest opbygget af proteiner, men kan have andre
former. Naturligt forekommende enzymer er meget selektive

ift. det kemiske stof, hvis omdannelse de katalyserer, kaldet
substratet. Denne selektivitet ift. substrat skyldes, at det kata-
Iytisk funktionelle omrade i enzymet — kaldet det aktive site

— har en speciel tredimensionel opbygning, der kun tillader god
binding af substrater, der starrelses- og polaritetsmaessigt passer
ind. Dette gar at enzymer kan skelne strengt mellem substrater,
selvom de befinder sig i et biologisk miljg med tusindvis af
forskelligartede molekyler (figur 1).

Den enzymatiske katalyse af en reaktion opnas ved, at enzy-
met binder og fastholder substratet i en katalysemaessig velegnet
konformation, der maksimerer bindingsinteraktionerne for det
videre forlgh. Dette seenker »transition state«-energien, saledes
at reaktionen forlgber meget hurtigere, end den ellers ville have
gjort.

Det aktive site i enzymet udger som regel kun en lille del af
den samlede omfattende struktur. Ved at efterligne denne lille
del, som er ansvarlig for katalysen, bar man kunne fremstille et
kunstigt enzym, der er i stand til at accelerere biologiske eller
kemiske reaktioner, men uden de katalysemaessigt overfladige
strukturer, der findes i de naturlige enzymer. Effektiviteten pr.
veegtenhed kan derfor blive starre i kunstige enzymer end i
deres naturligt forekommende slaegtninge. Der er derfor teo-
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retisk set et meget stort potentiale for at skabe kemiske stoffer
med egenskaber, man i dag kun kan dremme om, som f.eks.
kemikalier der selv finder og omszetter et target-molekyle i en
kompleks blanding, katalysatorer med uhgrt effektivitet under
miljevenlige forhold eller leegemidler, der selv finder og kemisk
modificerer deres »target«.

Udfordringen i at designe kunstige enzymer, der kan hamle
op med selektiviteten og potensen af de enzymer man finder i
naturen, og som er resultatet af millioner ars evolution, er imid-
lertid betydelig. Denne artikel omhandler arbejde, der er udfart
pa Aarhus Universitet, hvor det er lykkedes os at fremstille kun-
stige enzymer, baseret pa cyclodextriner, der er i stand til at fa
kemiske reaktioner til at forlgbe op til 60.000 gange hurtigere.

Cyclodextriner

De kunstige enzymer vi har designet er alle baseret pa cyclodex-
triner, som er ringformede molekyler sat sammen af glucoseen-
heder. De mest almindelige cyclodextriner indeholder 6, 7 eller
8 glucose-enheder og kaldes henholdsvis a-, - og y-cyclodex-
trin (figur 2).
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Figur 2. De to mest almindelige cyclodextrin molekyler, a-cyclodextrin (til
venstre) og S-cyclodextrin (til hgjre) som bestar af henholdsvis 6 og 7 glucose
molekyler. Den rgde figur er en simplificeret repreesentation af cyclodextrin
molekylet.

Grunden til at cyclodextrinerne er interessante udgangspunkter
for udviklingen af et kunstigt enzym er, at de har en tredimen-
sionel struktur med form som en kegle, som kan binde geeste-
molekyler i sit indre (figur 3). Placeringen af de funktionelle
grupper i keglestrukturen ger, at strukturen besidder en lipofil
(fedtoplgselig) indre kavitet og et hydrofilt (vandoplaseligt)
ydre. Cyclodextrinerne er derfor i stand til at binde mindre lipo-
file organiske stoffer i vandig oplgsning, ved at indlemme dem
helt eller delvist i kaviteten. Afhaengig af valget af cyclodextrin
og hvorledes man forandrer den kemisk, kan man opna substrat-
selektivitet ved indkapslingen, en egenskab man ogsa finder hos
de naturlige enzymer. Starrelsen er i den sammenhang vigtig;
Den mindste almindeligt forekommende cyclodextrin, a.-cyclo-
dextrin, kan rumme slanke strukturer som f.eks. fedtsyrekader.
B-cyclodextrin er lidt starre og har plads til kolesterol, forgre- b
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nede kaedestrukturer og phenylringe, mens y-cyclodextrin er
stor nok til at danne et lilla inklusionskompleks med den store
fodboldlignende kulstofforbindelse, Buckminsterfulleren (C,)).

OH» OH3

Figur 3. Interessen for cyclodextrin molekylerne skyldes deres evne til at danne
inklusionskomplekser. Sma lipofile molekyler bindes i kaviteten med betydelig
affinitet som vist til venstre. Hydroxylgrupperne og hydrogenatomerne i suk-
kermolekylerne er placeret som vist til hgjre: 2-OH- og 3-OH-grupper sidder
pa den brede abning, 6-OH pa den smalle og 3-H og 5-H sidder inde i kaviteten.

Pa kanten af den gvre rand af keglestrukturen befinder 6-OH-suk-
keralkohol-grupperne sig, det er nogle af disse, der er basis for de
kemiske modifikationer, der er foretaget pa - og B-cyclodextri-
nerne, for at forbedre deres evner som kunstige enzymer (figur 3).
Cyclodextrinerne er bade vandoplgselige og ugiftige nok til at
kunne spises. De anvendes i dag til aromabevarelse i en rekke
fadevarer, sasom te og pulverkaffe, samt i lsegemiddelformule-
ringer og i den kemiske industri. Vandoplgselighed, ugiftighed
og evnen til at danne inklusionskomplekser, gar cyclodextriner-
ne til glimrende kandidater for udviklingen af kunstige enzymer.

Epoxidaser

Epoxideringsreaktioner er vigtige inden for organisk syntese, og
er en af de reaktionstyper vi har designet katalysatorer til, i form
af modificerede cyclodextriner.

Epoxidering af alkener kan katalyseres af simple ketoner
under tilstedeveerelse
af persulfatet oxon
(KHSO,).

Vi har fremstillet en
cyclodextrin med en
keton-funktionalitet i den
ene ende, som danner
en spand med keton i
bunden [1]. Dette tillader
at mindre alkener »put-
tes« ned i spanden, hvor
de stabiliseres og holdes
pé plads af hydrofobe interaktioner og kan epoxideres under
tilstedevaerelse af oxon. Keton-funktionaliteten sidder som del
af en ketoester-bro, der spaender over keglestrukturens gvre rand
og forbinder to modsatstillede glucoseenheder. For at aktiveres
til epoxidering af alkener skal ketoesteren farst selv oxideres
af oxon, som herved reduceres til svovisyre. Den epoxiderede
cyclodextrin-spand er nu klar til at modtage en geest til epoxide-
ring i kaviteten. Ved epoxidering af geestemolekylet genskabes
cyclodextrinen i dens oprindelige ketoester-form (figur 4).

Ved hjelp af inhiberingseksperimenter har vi bevist, at
epoxidering forudsetter binding af substratet inde i selve
cyclodextrin-kaviteten. Dertil udviser cyclodextrin-derivaterne
substratgenkendelse og fungerer kun med visse typer substrater;
de modificerede cyclodextriner besidder saledes grundleeggende
enzymegenskaber.

Vi har fremstillet flere slags cyclodextriner af denne type, den
bedste epoxideringskatalysator er vist i figur 5 og blev fremstil-
let bade i a- og B-cyclodextrin-versionen [2].

En raekke stoffer blev undersggt som substrater i cyclodextrin-
katalyserede epoxideringsreaktioner, og i de fleste tilfeelde fik
cyclodextrin-derivaterne reaktionen til at forlgbe bade hurtigere
og med hgjere udbytte af produktet, end uden cyclodextrin-deri-
vat til stede.

Eksempelvis, ved epoxidering af stoffet styren under tilste-

Figur 4. Epoxidering af alkener med en
cyclodextrin-keton.
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Figur 5. Epoxidering af styren katalyseret af en cyclodextrin-keton.
Reaktionen giver 100% omsatning efter en time og op til 45% selektivitet
for dannelse af den ene stereoisomer.

devaerelse af oxon blev fuldsteendig omdannelse opnaet, en
reaktion der med cyclodextrin-derivat til stede oven i kgbet
favoriserede den ene spejlbilledform af produktet frem for den
anden med ca. 45%.

Oxidaser

Simpel oxidation er endnu en reaktionstype, vi har designet
cyclodextrin-baserede kunstige enzymer til. Oxidaser, enzymer
der katalyserer oxidations-reaktioner, har vi utallige af i krop-
pen. | leveren er det eksempelvis en rekke oxidase-enzymer,
der sgrger for omdannelsen af de fleste leegemidler, sa de efter-
falgende kan udskilles i urinen.

Oxidation af aminer kan ske under tilstedeveerelse af ketoner
som katalysatorer, samt brintoverilte (H,0,) til at gendanne
keton-katalysatoren efter hver katalyserede reaktionsrunde,
dvs. brintoverilte fungerer som en cooxidant for katalysato-
ren. Eftersom brintoverilte er ganske ugiftig, er den et attrak-
tivt miljgrigtigt valg som cooxidant, men desverre har oxida-
tions-reaktioner med brintoverilte en hgj aktiveringsenergi og
dermed svart ved at forlgbe af sig selv. Her kommer enzy-
matisk katalyse ind i billedet, da enzymer som navnt netop
fungerer ved at nedsette reaktioners aktiveringsenergi, sa de
forlgber hurtigere (figur 6).
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Figur 6. Oxidation af aminer med en cyclodextrin-keton og brintoverilte som

cooxidant. Reaktionen er hurtig og giver nitroforbindelser eller som vist her et
kondensationsprodukt fra nitrosoforbindelsen.

Tidligere omtalte keton-holdige cyclodextrin har ikke kun effekt
som epoxidase, men er ogsa i stand til at katalysere oxidation

af aminer. Nedenfor (figur 7) er vist en cyclodextrin-katalyseret
oxidations-reaktion med brintoverilte (stekiometrisk mengde-
forhold) af o-aminophenol til et tricyklisk stof, hvis fremkomst
og mangde vi kan male vha. UV-lys [3].

Den keton-holdige cyclodextrin er i stand til at fa ovensta-
ende reaktion (figur 6) til at forlgbe 1070 gange hurtigere, end
den ellers ville. Reaktionen falger Michaelis-Menten-kinetik,
et seerligt hastighedsmgnster man ogsa ser for mange naturligt
forekommende enzymer, og cyclodextrin-derivatet udviser
substratgenkendelse. Der er saledes adskillige fellestreek med
de naturlige enzymer at spore for den cyclodextrin-medierede
katalyse, som viser, at cyclodextrinen fungerer som et kunstigt
enzym.
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Meget kraftig katalyse ved oxidation af benzyl-alkoholer
Oxidase-enzym-historien ender ikke ved aminerne, idet vi siden
hen opdagede, at denne keton-holdige cyclodextrin, atter med
brintoverilte til stede, er i stand til at katalysere oxidationen af
benzyliske alkoholer til aldehyder under enzymatiske betin-
gelser (pH 7, 25 - 45°C) [4]. Vi fandt en grad af katalyse, der

er helt uden sidestykke — nedenstaende reaktion forlgber op til
60.000 gange hurtigere med cyclodextrin-katalyse end uden.

OH /o

fosfat buffer, H,0O,
pH7.0,25-45°C

Figur 7. Oxidation af alkoholer katalyseres af en cyclodextrin-keton. | dette
tilfeelde sker oxidationen op til 60.000 gange hurtigere, nar alkoholen er
bundet til cyclodextrinen, end nar den er fri i oplgsning.

Det er forste gang et kunstigt enzym under milde, enzymatiske
betingelser har udvist en sa hgj grad af effektivitet. Naturlige
enzymer er dog stadig en del mere effektive katalysatorer,
men da de samtidig vejer meget mere end cyclodextrinerne,
er katalysen pr. veegtenhed omtrent den samme som for
cyclodextrin-enzymerne.

De gode resultater tegner godt for fremtidige anvendelsesmu-
ligheder af cyclodextrin-derivaterne som kunstige enzymer.

Glycosidaser
Mange enzymer fungerer som glycosidaser, dvs. de klgver
glycosidbindinger og frigiver herved glucose. Lysozym, som
kan spalte visse glycosidbindinger i bakterielle cellevaegge, er et
eksempel pa en naturligt forekommende glycosidase. Glyco-
sidbindingen er i vandig oplasning, under ikke-katalyserede
forhold og neutral pH-veerdi eller derover, meget stabil. Uden
katalyse er halveringstiden for nedbrydningen af cellulose ved
neutrale betingelser beregnet til naesten 5 millioner ar. For at
fordgje stivelse er vi selv dybt afhengige af fordgjelsesenzym
glycosidaser, der ggr os i stand til at optage og udnytte energien
fra f.eks. kartofler, ris og fuldkornsprodukter. Nogle giftstoffer
fra planter, eksempelvis hestekastanjer, indeholder ogsa glyco-
sidbindinger og kan uskadeliggares ved klgvning af disse.

Det er derfor klart, at glycosidaser har en vigtig opgave foran
sig, og i gruppen har vi fremstillet cyclodextrin-derivater, der er
i stand til at fungere som kunstige glycosidaser.

Vi undersggte, i hvor hgj grad cyclodextrin-derivater var i stand
til at katalysere klgvningen af substrater, der indeholdt en suk-
kerdel koblet til en phenylgruppe via en glycosidbinding.

Ved klgvning af den type substrater fas et monosaccharid — f.eks.
glucose, maltose eller galactose — samt en phenol (hvis frem-
komst og maengde vi kan male med UV-lys, og dermed se
hvor meget substrat, der er blevet klgvet og falge, hvor hurtigt
klgvningen sker).

Vi fandt en glimrende katalysator for denne type klgvnings-
reaktioner i de sakaldte cyclodextrin-dicyanohydriner [5], hvor
det bedste kunstige enzym var dicyanohydrinen af 3-cyclodex-
trin (figur 8) [6].

Under tilstedeveerelse af denne dicyanohydrin forlgb klgvnin-
gen af phenyl-glycosiderne op til 10.000 gange hurtigere end
uden cyclodextrin-dicyanohydrin — en hastighedsforggelse, der
for kunstige glycosidasers vedkommende er uden sidestykke.
Tilsvarende positive resultater blev opnaet for en dicyanohydrin,
hvor den katalytiske gruppe er flyttet et kulstofatom leengere ud
(figur 9).

Figur 9. Til venstre er vist en dicyanohydrin hvor cyanohydringruppen er
flyttet et kulstofatom leengere ud. Til hgjre er vist en sandsynlig mekanisme for
katalysen.

Meget tyder pa, at cyclodextrin-katalysen forlgber som vist i fi-
gur 9, med den fedtoplgselige phenyldel af substratet nedsaenket
i cyclodextrin-kaviteten, mens sukkerdelen med glycosidbin-
dingen stikker uden for og bliver klgvet vha. en cyanohydrin-
gruppe pa kanten af cyclodextrin-keglen.

Vha. inhiberingseksperimenter har vi nemlig vist, at katalyse
af klgvningen kreevede, at sukkerstof-substratet bandt sig inde
i cyclodextrin-kaviteten, samt vist at cyclodextrinen udviste
substratgenkendelse. Endelig fulgte klgvningsreaktionen >
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pH 8.0, 60 °C

Figur 8. Hydrolysen af glycosider katalyseres af en cyclodextrin-dicyanohydrin. I dette tilfeelde sker reaktionen 10.000 gange hurtigere, nar substratet sidder

bundet til cyclodextrinen frem for uden for.
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med cyclodextrin-dicyanohydrin Michaelis-Menten-Kinetik,
ligesom mange naturlige enzymer. Disse cyclodextrin-di-
cyanohydriner fungerer med andre ord p& mange mader
fuldsteendigt som naturlige enzymer, selvom de er skabt i et
laboratorium.

Fremtiden

Vi arbejder i gruppen fortsat pa at optimere og forbedre cyclo-
dextrin-derivaterne til synteserelaterede og biomimetiske
reaktioner. Det er lykkedes at fremstille de fgrste kunstige gly-
cosidaser, og undersggelser er i gang for at afdeekke, om disse
stoffer kan anvendes til at nedbryde giftige glycosider. For
nylig har vi designet det hidtil mest effektive kunstige enzym
til katalyse af oxidation under neutrale enzymatiske betingel-
ser, med hastighedsforggelse pa hele 60.000 gange. Katalysen
pr. veegtenhed enzym er derved oppe pa ca. det samme for
cyclodextrin-derivaterne som for flere naturligt forekommende
enzymer, og Vi er i gang med at undersgge mulighederne for

anvendelse af disse stoffer som meget miljgvenlige katalysato-
rer i syntese.
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CIKS VED THORVALD PEDERSEN

Om @nder og gaes
— om vinteren

Hvorfor fryser &@nder og gaes ikke stive om vinteren? Er
deres fedtstof baseret pa lavmolekylare eller maske pa
umeettede fedtstoffer? Det var essensen af et spargsmal
fra apoteker Bent Lynggaard i Brovst. | Belitz, Grosch og
Schieberle’s »Lebensmittelchemie« fandt jeg disse oplys-
ninger om fedtstofferne (Schmalz) i gees og svin.

Fedtsyre Gésefedt (vaegt%) | Svinefedt (vaegt%)
14:0 0,5 2

16:0 21 24

16:1(9) 25 4

18:0 6,5 14

18:1(9) 58 43

18:2(9,12) 95 9

18:3(9,12,15) | 2 1

%Meettet 28 40

%Umeettet 72 60

Det fremgar vist med al tydelighed, at det er graden af
umeettethed, der er pa spil. Men jeg ma indremme, at det
forekommer mig, at forskellene gennemgaende er margi-
nale. — Men nu skal grise jo ogsa feerdes ude om vinteren.

ThP
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C0,-fabrik ved Helsingfors

Mens atmosfeeren har et overskud af C0,, s& var der faktisk mangel
pé CO, i det meste af Europa i den forgangne sommer. Men det
skulle vre slut nu, da AGA er blevet feerdig med en ny CO_-fabrik
i Skoldvik, der ligger teet ved den finske hovedstad Helsingfors.
Det er primeert kunder omkring @stersgen, som den nye fabrik
skal levere til. At fabrikken er blevet lagt i Skéldvik er langt fra
nogen tilfeeldighed. Her ligger ogsa et af nordens starste raffina-
derier, og da AGA’s nyopfarelse netop skal genbruge og rense
gasrester, var stedet givet pa forhand.

Nyt om...
(... jern lugter

De fleste har formentlig oplevet den mugne, metalliske lugt,
der opstar, ndr man tager pa en jernoverflade med en svedig
héand eller strar jernholdig gedning ud uden handsker.
Denne lugt har mysti-

ficeret kemikere i flere

arhundreder, for det var

formentlig ikke jernet, der

lugtede. Nu er problemet

lgst, idet nogle forskere

ved Virginia State Uni-

versity mener, at lugten

skyldes 1-octen-3-on, der dannes sammen med C, til C
n-aldehyder i en redoxreaktion mellem jernet og peroxider
fra polyumeettede fedtsyrer i huden.

De paviste de dannede forbindelser med GC/MS-analyser.
De samme forbindelser kunne pavises, nar man smurte blod
pa huden, ligeledes Fe?*, men ikke Fe®. De paviste endvi-
dere, at en hvidlggsagtig lugt, iagttaget nar stabejern blev
behandlet med syre, skyldtes methylphosphan H,PCH,.

Carl Th.
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