BIOTEKNOLOGI

P jagt efter nye hiopolymerer

Hvordan finder vi nye typer af kostfibre og andre nyttige hiopolymerer i et planterige, der
indeholder over 300.000 arter? En nyudviklet HTP-teknik dbner nu dorene for large-scale
analyser of diverse plantearter spredt ud over hele planteriget

Af postdoc Iben Sorensen og professor William G. T. Willats, Biologisk Institut, Naturvidenskabeligt Fakultet, Kobenhavns Universitet

Kostfibre er en vigtig bestanddel af menneskers kost. De stam-
mer fra de kulhydrater, man indtager, nar man spiser frugt og
grgnt. Mange kostfibre kommer fra planternes cellevegge, som
feks. pektiner og B-glucaner. Inden for de seneste ar har der
veret en stigende interesse for disse biopolymerer, fordi man
er begyndt at opdage alle de positive effekter, de kan have pa
vores helbred.

Der er for nylig blevet foresldet en sammenhang mellem
indtagelse af kostfibre og en nedsat risiko for cancer, men
mange andre eksempler pa gavnlige effekter eksisterer, sasom
en forbedret glucoseregulering samt nedszttelse af kolesterol i
serum [1,2].

Ud over kostfibre indeholder plantemateriale ogsa pre-bioti-
ske oligosaccharider, der kan fremme vaksten af de pro-bio-
tiske bakterier, vi har i tarmene og derved vores velvere og
helbred [3,4]. B-glucaner er en type af kostfibre, som findes i
store mengder i specielt kornsorter og grasser fra plantefami-
lien Poales.

I USA er bade havre og byg B-glucaner godkendt som en
“functional food ingredient” af U.S. Food and Drug Admi-
nistration (FDA), fordi de har en gavnlig effekt pa humant
helbred mht. at nedsztte risikoen for hjertesygdomme og ko-
lesterolniveauet i blodet. Derudover sikrer de vanduoplgselige
former en velfungerende fordgjelse. Dyreforsgg vist, at visse
B-glucaner selektivt fremmer pro-biotiske bakterier og der-

ved ligeledes kan betragtes som pre-biotiske [4]. Det stigende
forbrug af plantematerialer som kosttilskud og “functional food
ingredients” afspejler ikke den andel af plantearter, man rent
faktisk har undersggt i detaljer for indhold af kostfibre, neu-
traceuticals, pre-biotics osv. Den er nemlig forsvindende lille

i forhold til det enorme ubergrte potentiale. Det betyder, at vi
med ganske stor sandsynlighed vil finde flere brugbare oligo-
og polysaccharider.

Manglen pa “high-throughput (HTP)”-teknikker betyder, at
forskere og firmaer ikke har kunnet undersgge et stgrre antal
prover pa en gang, og derfor er der ikke en ret stor viden pa
omradet. Vi har for nylig udviklet en HTP-teknik i professor
William Willats laboratorium [5]. Her gives nogle eksempler
pa, hvordan denne teknik kan abne dgren for large-scale analy-
ser af diverse plantearter.

Comprehensive Microarray Polymer Profiling (COMPP)

Den nye teknik ggr os i stand til at analysere indholdet af
mange forskellige kulhydratstrukturer i mange komplekse
cellevaegsprgver pa kort tid. Basalt set kombinerer vi den store
kapacitet microarrays har med specificiteten af monoklonale
antistoffer (mAbs).

De grundliggende trin i teknikken, der kaldes Comprehensive
Microarray Polymer Profiling (CoMPP) [5], bestar i at ekstra-
here fraktioner af celleveegsmateriale med forskellige solventer
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Figur 1. Et eksempel pa microarrays med celleveegspolymerer ekstraheret fra flere plantearter, heriblandt E. arvense
(padderok) og Z. diploperennis (majs). Polymerer blev ekstraheret med CDTA og NaOH, og de viste arrays blev
probet med monoklonale antistoffer med specificitet for enten (1—3)(1—4) B-D-glucan eller homogalacturonan.
Disse arrays afslgrer den uventede tilstedeveerelse af (1—3)(1—4)-B-D-glucan i celleveeggene fra bade E. arvense og
Z. diploperennis og demonstrerer potentialet af COMPP i bio-prospecting for nye kilder af polysaccharider.
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binder velkendte epitoper. Vi
har i vores laboratorie adgang
til de fleste. Fordi vi bruger

et colorimetrisk assay, kan vi
folge fremkaldelsen og vurdere



kvaliteten af de probede arrays visuelt, for selve kvantificerin-
gen, der foregar vha. et microarray-analyseprogram (ImaGene).
Dermed kan vi analysere 192 prgver med op til 50 forskellige
antistoffer i et enkelt eksperiment, og det giver os mulighed

for at lave screens, der fgr var umulige. Selvom CoMPP er en
semikvantitativ analysemetode (pga. feks. forskellig aviditet af
antistofferne), opnar vi en usedvanlig stor mengde data, som
ved brug af konventionelle biokemiske metoder ville have veret
praktisk talt umulige at opna inden for en overskuelig tids-
ramme. For at give et mere dybdegaende kendskab til udvalgte
prgver kan CoMPP kombineres med konventionelle, mere low-
throughput biokemiske teknikker saisom MALDI-TOF, linkage-
og sukkerkompositionsanalyse. Figur 1 viser et eksempel pa to
arrays, der er probet med forskellige antistoffer, hvilket medfg-
rer forskellige profiler.

CoMPP som en screeningsmetode for kostfiberindhold
Fordi det kun er et forholdsvist lille antal plantearter, der er ble-
vet undersggt for deres cellevaegs-komposition, er der potentielt
en kempemaessig bioressource i planteriget, der ikke udnyttes.
For godt 2 ar siden startede vi et screeningsforsgg af et stort
antal planter fra alger til angiospermer, hvor vi brugte CoMPP.
Vi havde adgang til stort set alle plantearter i Botanisk Have i
Kgbenhavn, sa indsamlingen til det fgrste screen foregik der.
Vi indsamlede blad, rod og stengel fra mere end 40 forskellige
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pektinpolymerer og hemicelluloser.

Vi fandt mange polymerer i arter spredt over hele planteriget,
og vi verificerede tilstedevarelsen af flere polymerer i en i forve-
jen kendt taxonomisk sammenhang. Et eksempel var hemicellu-
losen GAX (glucurono-arabino-xylan), som man ved er til stede i
meget hgje niveauer i grasser, hvor den erstatter det meste af he-
micellulosen xyloglucan, som ellers er den overvejende hemicel-
lulose [6]. Til gengeld fandt vi ogsa flere uventede ting, og en af
disse var tilstedeverelsen af B-D-(1-3),(1-4)-glucan (ogsé kendt
som mixed-linkage glucan eller MLG) i en planteart uden for
Poales-familien. Man har fgr troet, at MLG var en unik polymer
for Poales-familien, der indeholder grasser og kornsorter, og det
kom derfor som en stor overraskelse, da vi ogsa observerede et »

E. arvense

Figur 2. Skematisk fremstilling af strukturen af hhv. byg (H. vulgare) og
padderokke (E. arvense) (1—3)(1—4)-B-D-glucan. Oligomerer fra begge
plantearter blev frigivet vha. det (1—3)(1—4)-B-D-glucan specifikke enzym
Lichenase og derefter underspgt vha. MALDI-TOF MS [7]. Som man kan se
pa figuren, er der i byg flere blokke med en grad af polymerisation (DP) pa 3
0g fa med en DP4, mens det omvendte er tilfeeldet i padderokke.
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meget stort indhold af
MLG i padderokken
Equisetum arvense.
E. arvense tilhgrer

en familie af planter,
der ligger meget fjernt
fylogenetisk set fra
grasserne og var,
ligesom mange andre
planter, aldrig blevet
undersggt for MLG.
Ved nermere under-
sggelse med MALDI-
TOF MS foretaget pa
enzymatisk isolerede
MLG oligosaccha-

rider, fandt vi, at
polymeren afveg fra
den, der kendes fra
grasser og kornsor-
ter (figur 2 [7]). 1
kornsorter sasom rug, byg, hvede og ris (figur 3) ved man, at
B-glucaner er homopolysaccharider bestaende af glucose, der

i blokke er bundet sammen af 3(1-4)-bindinger. Disse blokke
er separeret af 3(1-3)-bindinger, som giver polymeren “knak”
i strukturen (figur 2). I disse kornsorter, bestar B-glucaner
hovedsageligt af blokke pa 3 glucoseenheder, selvom der kan
forekomme en vis diversitet arterne imellem.

Disse forskelle er vigtige for de forskellige fysiske egenskaber
sasom vandoplgselighed, viskositet, gelateringsevne samt den
fysiologiske indvirkning pa mave-tarm-systemet. Det er derfor
en virkelig interessant observation, at E. arvenses MLG har
en anderledes struktur, der overvejende indeholder blokke af 4
glucoseenheder, i modsa@tning til MLG fra graesserne, der over-
vejende indeholder blokke af 3 glucoseenheder. Det betyder,
at den maske engang i fremtiden kan bruges som et alternativt
kosttilskud til de 3-glucaner, der findes i dag, og vi er p.t. ved at
undersgge de biokemiske egenskaber af MLG fra E. arvense.

Figur 3. Fire forskellige plantearter, der alle
indeholder (1-3)(1—->4)-B-D-glucan. A: Pad-
derokke, B: Ris, C: Byg og D: Hvede.

Fremtidige perspektiver
Det er meget sandsynligt, at det omtalte eksempel pa en poly-
mer med en anderledes struktur ikke er enestaende, og at der vil

vise sig flere tilfzelde, nar vi begynder at lede i diverse grupper
af planter. Det kan vere, at der findes helt nye polymerer, vi ikke
har fundet endnu. Alger indeholder feks. flere polymerer, som
ogsa findes i hgjere plantearter. Der findes ogsa meget specifikke
polymerer i forskellige grupper af alger [8,9]. Det er ogsa muligt,
at planter, der har skullet tilpasse sig til ekstreme forhold, har ud-
viklet specialiserede biopolymerer. Om vi har held til at opdage
nye, nyttige polymerer vil vise sig. Vi arbejder i gjeblikket pa at
udvide vores array-teknologi til andre microarray-robotter og
udvider ligeledes Igbende vores bibliotek af cellevagsprgver til at
omfatte arter fra hele verden samt sa stor en fylogenetisk vidde
som muligt.
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Laeserbrev

Sygt sodt?

En artikel i aprilnummeret af TechMedias manedlige fgde-
varetekniske publikation Plus Proces, der formodentlig ogsa
laeses af flere af Dansk Kemis abonnenter, bar overskriften
“Fremtidens slikprodukter er mere sunde og naturlige. Moderne
slik skal vere sundt, og ingredienserne skal vere sa naturlige
som muligt - og gerne gkologiske, hvis det kan lade sig ggre”.
Man tager sig derfor til hovedet, nar man i samme artikel i
afsnittet ”Ind med de sunde ingredienser” ser en lovprisning
af sgdestoffet sucralose, der herhjemme markedsfgres af den
nystartede virksomhed Uniq Ingredients. Sucralose er et
chloreret disaccharid, 1’,4,6’-trichloro-galacto-sucrose, CAS
No. 56038-13-2, og nogenlunde sa langt fra det naturlige, som
man kan forestille sig. For undertegnede, der har beskaftiget
sig en del med toksikologi, burde et sadant stof ikke veere
tilladt i vore fgdevarer, og i hvert fald forekommer den
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D .
HO e ) ukritiske omtale af stoffet
CE)H - a en anelse holdningslgs, de
citerede overskrifter taget
Sucralose i betragtning. Sucralose

er en sakaldt ’no-calorie
sweetener”, et teknisk fix til imgdegaelse af fedmebglgen.
Stoffet blev godkendt i Canada allerede i 1991 og er ogsa
godkendt af EU. Ifglge Wikipedia findes Sucralose i mere
end 4500 fgdevarer og leskedrikke. Sgdeprodukter baseret
pa Sucralose markedsfgres ogsa under betegnelserne Splenda
og SucraPlus. Stoffet er tilsyneladende géet glat igennem
alle test, men min intuition siger mig alligevel, at der er tale
om en “’syg” fgdevareingrediens. Hvad mener den hjemlige
sagkundskab?

Bo Jensen, bo-jensen@tdcadsl.dk
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