BIOTEKNOLOGI

Rationelt design af enzymer

- fremtidens mikroskopiske industrirobotter

| en tid hvor klimaforandringer og forsyningssikkerhed dikterer et
brud med fossil olie, er jagten gdet ind pd& alternativer. Der er et
enormt potentiale i at anvende cellulose som et sédan alternativ.
Ved at udvikle nye og effektive enzymer kan nedbrydningen aof
cellulose gares mere effektiv og cellulosens potentiale som rastof

kan for alvor realiseres.

Af Johan Pelck Olsen og Jeppe Kari,
ph.d.-studerende ved Roskilde Universitet

Enzymer er en gruppe af proteiner, der katalyserer forskellige
kemiske reaktioner. Allerede i dag spiller enzymteknologi en
stor rolle i fgdevare- og tekstilindustrien, ligesom enzymer
findes i mange forbrugsprodukter lige fra vaskemiddel til
kontaktlinserens.

I nogle tilfelde erstatter enzymerne kemikalier, der er dyre
eller skadelige for miljget, og i andre tilfaelde bruges de til at
katalysere processer, der slet ikke eksisterede tidligere. En af de
store fordele ved enzymer er, at de er enormt specifikke. F.eks.
kan vaskepulver indeholde lipaser, der nedbryder fedtpletter
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bruger dem i hjemmet eller industrien, opstar der ofte proble-
mer, fordi de nu skal operere under andre betingelser, end de er
optimeret til.

Det rette enzym til opgaven

Langt stgrstedelen af de enzymer, der anvendes i dag, er fundet
i naturen. Gennem adskillige artier har man arbejdet med at
screene forskellige mikroorganismer for specifikke enzymak-
tiviteter under relevante betingelser, for sé at oprense de mest
lovende organismer og isolere enzymerne herfra. Ved at lede

i varme kilder er det f.eks. lykkedes at isolere enzymer, der er
stabile ved op imod 100°C. Det kan veare en fordel i fgdevare-
industrien, hvor bakterievaekst udggr et problem, eller industrier
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Figur 1. 3D-struktur af en cellulase (TrCel7A). Enzymet bestér af to domcener forbundet af et fieksibelt led. Loengst til venstre ses det
katalytiske domoene med et tunnelformet aktivt site, hvor selve hydrolysen finder sted. Til hgjre er et “anker”, der hjcelper enzymet med

at holde sig fast til cellulosen.

uden at have nogen effekt pa tekstilerne. Derudover er enzymer
biologisk nedbrydelige, s& modsat mange husholdningskemi-
kalier udggr de ingen belastning af vores spildevand. Desvearre
er enzymernes fordele ogsé en ulempe. Den ngje tilpassede
aktivitet, som enzymet gennem mange tusinde ars evolution
har optimeret til et bestemt biologisk system, er sarbar overfor
endringer. Nar vi tager dem ud af deres vante omgivelser og
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hvor tilstgdende processer foregar ved hgje temperaturer, og
man dermed kan mindske kglebehovet. Der er dog stadig langt
fra de forhold, der hersker i den fri natur til forholdene 1 en
typisk industriel proces, og derfor gar man langt for at lave
nye, optimerede enzymer, der virker bedst i lige praecis den
sammenh@ng, hvor man gnsker at bruge dem. Med et engelsk
udtryk kaldes dette for ”’protein engineering”, altsa udvikling
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eller konstruktion af proteiner. Begrebet dekker typisk over to
tilgange, nemlig dirigeret evolution og rationelt design. Diri-
geret evolution gar ud pa at pafgre et enzym en stor maengde
tilfeeldige @ndringer og efterfglgende undersgge om disse
endringer matte vaere gunstige. Rationelt design, som vi her
vil beskaftige os neermere med, er derimod ikke spor tilfel-
digt, men styret helt ned i detaljen. Som navnet antyder, starter
rationelt design med et rationale, altsa en idé om hvordan et
givet enzym virker, og hvad man matte gnske at &ndre ved det.
Derefter kommer designfasen, hvor rationalet oversattes til
konkrete @ndringer i enzymets struktur, og forhabentlig derved
opnas de gnskede @ndringer i enzymets egenskaber.

Industrielt design p& nanoskala

Som alle andre proteiner er enzymer opbygget som en lang
kade af aminosyrer, der er rullet op til en kompakt struktur.
Aminosyrerne bindes sammen af peptidbindinger, der tilsam-
men udggr en “rygrad” i keeden. De forskellige aminosyrer

har forskellige funktionelle grupper, der stikker ud fra denne
rygrad og giver enzymet dets funktion. Den rationelle del af ra-
tionelt design beror i hgj grad pa et grundleggende kendskab til
enzymets funktion. Gennem grundig karakterisering af enzy-
mets aktivitet kan man ggre sig klart, hvad der matte vere ud-
fordringen for et givent enzym under de relevante betingelser.
Ved at kigge pa enzymets 3D-struktur kan man ggre sig idéer
om, hvilke aminosyrer der kan tenkes at spille en rolle for de
egenskaber, man gnsker at forbedre. Disse aminosyrer kan man
sa @ndre, se faktaboks 1, og efterfglgende udfgre eksperimenter
for at be- eller afkrafte sine antagelser. Processen har veret
kendt og anvendt i 30-40 ar, primert i grundforskningen. Man
har f.eks. fjernet et enzyms katalytiske aktivitet og dermed op-

Faktaboks 1
Produktion af enzym-varianter
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naet klarhed om den specifikke kemiske reaktionsvej. Dette har
bidraget enormt til vores viden om enzymer, men er i sagens
natur ikke noget, der i sig selv fgrer til bedre enzymer. Det er
fgrst i lgbet af de seneste ar, at forskere og virksomheder er
begyndt at bruge teknikken til at forbedre egenskaber som sta-
bilitet og specificitet, med henblik pa enzymernes anvendelse.

2. generations bioethanol

Pa Roskilde Universitet har vi i samarbejde med Novozymes
brugt rationelt design til at udvikle nye enzymer, der katalyse-
rer nedbrydningen af cellulose — sakaldte cellulaser. Cellulose
er det hyppigst foreckommende biologiske materiale pa jorden
og udggr den stgrste bestanddel af plantemateriale som f.eks.
blade og stengler. Cellulose bestar af lange kaeder af glukose,
der som bekendt er en fremragende kilde til energi. Derfor er
der ogsa et keempe potentiale i at nedbryde cellulose fra plan-
teaffald til glukose, og derefter gere glukosen til sprit, der kan
bruges som braendstof. Dette breendstof kaldes 2. generations
bioethanol, fordi der — i modsatning til 1. generation — ikke
anvendes fgdevarer i produktionen.

Desvarre er cellulose utrolig stabilt; halveringstiden for
den spontane hydrolyse er fem millioner ar. I den industrielle
produktion af bioethanol er man derfor afhangig af cellulaser,
der gger nedbrydningshastigheden. De nuverende cellula-
ser kan gge nedbrydningen af cellulose omkring 10° gange.
Selvom det lyder som en helt utrolig forbedring, er cellulaser
stadig relativt langsomme med omkring 1 klip i sekundet og
i den nuvarende produktion er den enzymatiske nedbrydning
ogsa den dyreste og mest tidskrevende proces. Der er derfor
et stigende behov for mere effektive cellulaser til at omdanne
biomasse til sukker.

Nar man gnsker at introducere en @ndring i et protein, starter man med at lave @ndringen i det DNA, der koder for proteinet. Et

cirkulert stykke DNA kaldes et plasmid.

1) Farst kopieres et plasmid med et gen, der koder for proteinet vha. en proces kaldet PCR (polymerase chain reaction). Som
skabelon bruges en lille stump syntetisk DNA, der indeholder den gnskede @ndring i koden. Fordi der er en “fejl” i skabelo-

nen, vil alle de nye kopier have den samme @ndring.

2) Bakterien E.coli optager det muterede DNA og opformerer det yderligere.

3) Genet klippes ud af det opformerede DNA ved hjalp af restriktions-enzymer, der klipper i DNA pa meget specifikke
steder (hhv. A og B). Svampeplasmidet har de samme to steder og klippes tilsvarende op. Nar DNAet er klippet, dan-
ner det “klistrede ender”, der passer sammen i stil med velcro. Derfor setter genet sig den rigtige vej pa det rigtige sted i

svampe-plasmidet.

4) En mug-svamp (A.oryzae) optager plasmidet og begynder at producere det muterede protein. Til sidst oprenses proteinet ved

kromatografi.

1) MUTAGENESE 2) OPFORMERING AF GENET
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Faktaboks 2
Burst-teori for cellulaser

Nogle enzymer udviser et sdkaldt ”burst” i deres aktivitet. Det vil sige, at aktiviteten
starter med at vaere hgj, men efter kort tid falder til et langt lavere niveau. Et sadan
forlgb kan forklares ud fra en model, hvor enzymet frigiver sit produkt i to sekven-
tielle skridt, som i nedenstiende skema.

1 2
E+A——>B+EC—E+C
A

L

Hyvis skridt 1 er meget hurtigere end skridt 2, vil man se en hurtig produktion af B
(burst) i starten af reaktionen. Efter kort tid vil det langsomme skridt 2 fgre til, at
stgrstedelen af enzymet sidder inaktivt bundet til C, og derfor vil produktionen af

B ogsé falde. @nsker man at forsta den overordnede reaktion, er det ngdvendigt at
karakterisere reaktionen med en tidsoplgsning, som er hurtigere end det forste skridt.
Maler man efter step 1 er indtruffet, vil signalet veere domineret af den langsomme
reaktion. Det svarer til, at man gnsker at male sin topfart pa vej til arbejde og kun ser
pé den tid, det har taget at tilbageleegge streekningen. Sidder man eksempelvis i kg
eller holder for rgdt lys, vil det dominere ens maling.

Cellulaser udviser et tydeligt burst i deres aktivitet. I nedenstaende graf kan man
fglge produktionen af sukker efter tilsettelse af et cellulase-enzym til en suspension
af cellulose-partikler. Den hgje tidsoplgsning ggr det muligt at fglge forskellige faser
af reaktionen. Den hurtige reaktion i starten er den uhindrede frigivelse af sukker og
kan sammenlignes med skridt 1 i ovenstaende reaktion. Hvis enzymerne mgder en
forhindring, sidder de fast, og da frigivelsen af enzymet er langsom, kan den sammen-
lignes med reaktion 2.
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Hvad er flaskehalsen?

en cellulosekade. Pa den made hol-
der enzymet sig fast til den samme
kade og rykker fremad i takt med,
at cellulosen nedbrydes én sukkeren-
hed ad gangen. Det er selvfglgelig en
praktisk struktur, men den medfgrer
et problem for enzymet: Hvis det
stgder pa en forhindring pa sin vej,
sidder det sa godt fast til cellulosen,
at det bliver siddende foran forhin-
dringen og dermed ikke kan ggre

sit arbejde. Hvis et trae velter over
togskinnerne, kan toget ikke kgre og
pa samme made med dette enzym.
Derfor er frigivelsen af sukker
inddelt i to faser: Til at starte med
finder alle enzymer et frit stykke
cellulose og kgrer derudaf med fuld
hastighed. Efter fa sekunder begyn-
der de forste enzymer dog at stgde
pa forhindringer, hvor de sidder fast
og ikke laver sukker. Fgrst nar de
tilfeeldigvis falder af, kan de finde
en ny, fri strekning og begynde at
kgre igen. Resultatet bliver, at efter
et minuts tid sidder stgrstedelen af
enzymerne uproduktivt fast foran en
forhindring, hvor de bare venter pa
at falde af [1].

Lasere greb giver

hurtigere enzym

Konsekvensen af den ovenstdende
forklaring ma ngdvendigvis vere,
at man kan forbedre enzymet ved at
slekke bindingen til cellulosen. Ved
at kigge pa en 3D computermodel
af enzymet og sammenligne med
lignende enzymer kan man fd en
fornemmelse for, hvilke aminosyrer
der ligger teet pa cellulosekaeden og
sandsynligvis har en indflydelse pa
bindingen. Pa Roskilde Universitet
og Novozymes har vi pa den made
identificeret flere aminosyrer, som
vi har udskiftet med andre, som be-
skrevet i faktaboks 1. side 17. Vores
opfelgende undersggelser har vist,
at det bade er lykkedes at svaekke
bindingen som gnsket, men derud-

For at kunne optimere de nuvarende cellulaser vha. rationel
design har vi studeret kendte cellulaser med det formal at finde
deres sterke og svage sider. Under dette arbejde opdagede vi

et interessant fenomen: Efter blot 50 sekunder har cellulaserne
tabt 1/6 af starthastigheden, se faktaboks 2. Med andre ord hav-
de enzymerne et langt stgrre potentiale for at nedbryde biomas-
se end fgrst antaget. Arsagen til dette pludselige tab i aktivitet
viste sig at vere direkte relateret til cellulasernes struktur.

De fleste cellulaser er opbygget pa en speciel made, der hjel-
per dem til at nedbryde det ellers genstridige cellulose. Enzy-
met har to funktionelle dele, som er forbundet med et fleksibelt
forbindingsled, se figur 1. Den forreste del har en flad side, der
kan sidde fast pa cellulosen og pa den made forankre enzymet.
Den bagerste del har til gengald en tunnel, som lige passer til
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over at den svaekkede binding rent faktisk har fgrt til en forgget
hastighed [2]. Nu ligger der sa en reekke grundigere undersg-
gelser forude, der skal klarlegge, hvorvidt forbedringerne ogsa
slar igennem udenfor laboratoriet. Hvis det viser sig at vare
tilfeldet, er vi maske et skridt naermere et samfund, hvor CO,-
udslip og olieafhangighed hgrer fortiden til.
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