BIOTEKNOLOGI

Rumlig organisering
af enzymer gger
cellefabrikkers effektivitet

Enzymer, som katalyserer forflglboende trin i en syntesevej, anbringes
offe i ncerheden af hinanden inde i cellen. Detf regulerer effektivt
metabolismen. Alligevel er den rumlige organisering af biosyntese-
veje et overset omrade, ndr man forsgger at optimere nye, ikke
naturlige biosynteseveje vha. metabolic engineering. Men hvorfor?
Og hvordan kan rumlig organisering @ge cellefabrikkers effektivitet?

Af postdoc Line Albertsen og lektor Uffe Mortsen,
Center for Mikrobiel Bioteknologi (CMB), Institut for
Systembiologi, DTU

En rekke verdifulde naturstoffer, som anvendes i fgdevarer,
kosmetik og medicin, produceres i dag i forskellige mikro-
organismer - populert betegnet cellefabrikker. Produktionen
i cellefabrikker har mange fordele frem for konventionelle
produktionsmetoder som kemisk syntese eller ekstraktion
fra den naturlige kilde. Sammenlignet med ekstraktion fra
den naturlige kilde er produktionen i cellefabrikker ofte bil-
ligere og det er nemmere at opna et rent produkt. Ift. kemisk

syntese er en af de vasentligste forskelle, at der ved kemisk
produktion forbruges mange giftige oplgsningsmidler,
mens cellefabrikker anvender CO,-neutrale substrater og
kun sjeldent resulterer i giftige spildprodukter. Desuden er
kompleksiteten af mange naturstoffer sa stor, at kemisk syn-
tese ofte er umulig eller meget vanskelig. Det geelder f.eks.
anticancerstoffet taxol, der indeholder 11 chirale centre og
bl.a. derfor er svert at syntetisere kemisk [1]. Cellefabrikker
udger saledes et godt og miljgrigtigt alternativ til kemisk
produktion.

For at gore cellefabrikker gkonomisk rentable er det dog
oftest ngdvendigt at udfgre et udviklingsarbejde. | den
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Figur 1. Forskellige scenarier som
kan mindske gennemstrgmningen i
retning af et gnsket produkt i en cel-
lefabrik. Som eksempler er vist gene-
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riske biosynteseveje, hvor produktet
(P) dannes ud fra substratet (S) via et
mellemprodukt (M).

A) Mellemproduktet er substrat for
andre enzymer som omdanner det til
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et ugnsket biprodukt.

B) Mellemproduktet er ustabilt og
nedbrydes hurtigt via kemiske eller
enzymatiske reaktioner.

C) Mellemproduktet er toksisk og
inhiberer cellevoekst.

D) Mellemproduktet inhiberer et en-
zym, som katalyserer et forudgdende
frin i biosyntesen.

E) Andre substrater konkurrerer med

: o B

@,@ @v,*
AA

Substrater m Mellemprodukt

*Produkt A @ &Bipmdukter
8g g -

mellemproduktet om at blive substrat
for enzymet (E2), som katalyserer dan-
nelsen af det gnskede produkt (P).
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Figur 2. Proksimitet af enzymer, som katalyserer p& hinanden fglgende trin, ager reaktionshastigheden. A) Hvis to enzymer, som kataly-
serer fortlgbende trin i en syntesevej, anbringes i ncerheden af hinanden, opstdr der en lokalt hgjere koncentration af substrat omkring
det enzym, som katalyserer 2. trin i syntesevejen. B) Ifglge Michaelis-Menten-kinetik stiger reaktionshastigheden med substratkoncentra-
tionen, indtil der opstdar maetning af enzymet. Koncentrationen af substrater i celler er generelt i omradet fra 1/1007 af K. Dvs. at der
sjceldent forekommer moettende substratkoncentrationer inde i cellen, og derfor kan en opkoncentrering @ge reaktionshastigheden.

forbindelse er man ngdt til at gare sig klart, hvilke udfor- Optimering af cellefabrikker
dringer man star overfor, ndr man vil gge produktionen i en Cellens metabolisme bestar af et stort netveerk af biokemiske
cellefabrik. Figur 1 viser nogle typiske eksempler pa, hvad reaktioner, der sikrer cellen energi samt byggesten til formering
der begreanser effektiviteten af cellefabrikker. og veekst. Bagegaeren Saccharomyces cerevisiae er en populer
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Figur 3. Med moderne genteknologi kan
enzymer anbringes i noerheden af hinan-
den ved A) af samle dem pd en platform
best&ende af bestemte bindingsmodu-
ler, B) at bringe dem fil at interagere vha.
bindingssekvenser og filhgrende genken-
delsessekvenser eller ved C) at de fusio-
neres via en pepfidlinker.

cellefabrik og anvendes bl.a. til produktion af insulin. Blandt
gers naturlige hovedprodukter er CO, og ethanol. Hvis man
gnsker, at geer skal producere andre stoffer end dets naturlige
hovedprodukter i hgje koncentrationer, er det ngdvendigt at om-
dirigere metabolismen i retning af det produkt, man gnsker — et
forskningsfelt som betegnes metabolic engineering. Det er vig-
tigt, at denne omdirigering er balanceret, da cellen stadig skal
kunne opretholde sin egen produktion af energi og ressourcer,
sa den kan vokse. Inden for metabolic engineering er det popu-
leert at omdirigere metabolismen i retning af et gnsket produkt
ved at overudtrykke de enzymer, som er direkte ansvarlige for
syntesen af stoffet. Ideen er, at man ved en generel forggelse af
alle synteseenzymernes koncentration kan gge gennemstrgm-
ningen i syntesevejen. Denne fremgangsmade kan dog fere til
en ungdig hgj belastning af cellens produktionsapparat og re-
sultere i, at cellevaeksten heemmes.

Som et alternativ til overudtrykkelse af enzymer kan man an-
vende rumlig organisering af enzymer til at gge produktionen
af et specifikt produkt. Selvom teknikken bygger pa velkendte
principper inden for biokemi, har den kun veeret meget lidt
anvendt inden for
metabolic engi-
neering. For nylig
| er interessen dog
Nye: steget markant

Apparater 2011 og Jay Keasling,
som er en fgrende
forsker inden for
feltet har udtalt:
"at undlade at
tage hgjde for den
rumlige organise-
ring ved optime-
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Figur 4. Biosyntesevejen som fgrer fil patchoulolproduktion i Saccharomyces cerevisiae.
Genet kodende for patchoulolsyntase (PTS) er indsat i gaergenomet for at muliggare pro-
duktionen af patchoulol ud fra farmesyldiphosphat (FPP). FPP er ogsd substrat for en roekke
naturligt forekommende goerenzymer, som katalyserer omdannelsen af FPP fil hcem A,
farnesol, ubiquinon, dolichol og squalen.

ring af cellefabrikker er som at lagyge togskinner uden at for-
binde dem’ [2]. Ifglge ham undlader man saledes at benytte et
af de mest oplagte veerktgjer, hvis man ignorerer den rumlige
organisering, nar man forsgger at forbedre cellefabrikker.

Hvorfor kan rumlig organisering af enzymer

forbedre effektiviteten af cellefabrikker?

Ved optimering af den rumlige organisering af enzymer

udnytter man, at hastigheden af en enzymatisk katalyseret

reaktion afhanger af substratkoncentrationen og at en hgjere
substratkoncentration medfarer en gget reaktionshastighed

(figur 2B). Ved at anbringe enzymer, som katalyserer fort-

Igbende syntesetrin i neerheden af hinanden, er det muligt at

gge substratkoncentrationen lokalt omkring det enzym som

katalyserer substratets omdannelse (figur 2A). Pa den méade
kan man gge reaktionshastigheden for en bestemt enzymatisk
reaktion, uden at cellens metabolisme belastes ungdigt ved en
generel overudtrykkelse af enzymet. Det kan veere en fordel
for alle de scenarier, som er vist i figur 1, fordi en gget reakti-

onshastighed ma forventes at resultere i:

e En kortere levetid af mellemproduktet. Dette er en fordel
i situationer, hvor mellemproduktet kan forsvinde ved
nedbrydning, enzymatiske omdannelser eller ved diffu-
sion ud af cellen.

e Mindre akkumulering af mellemproduktet. Dette er en
fordel, hvis mellemproduktet er toksisk eller medierer
produktinhibering af et tidligere trin i syntesevejen.

Desuden er en lokal opkoncentrering af et bestemt substrat

omkring et enzym er en fordel, hvis enzymet er uspecifikt,

og der er konkurrence om at blive substrat for enzymet. En
opkoncentrering af et bestemt substrat kan nemlig begrense
andre substraters adgang til enzymets aktive sites og dermed
favoriseres omdannelsen af det gnskede substrat.
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Hvordan anbringes enzymer

i ncerheden af hinanden inde i cellen?

I naturen er der en lang reekke eksempler pa, at cellen har
anbragt enzymer, som katalyserer fortlgbende syntesetrin

i umiddelbar neerhed af hinanden. Cellen kan f.eks. feestne
enzymer pa intracellulere strukturer, opkoncentrere dem i
organeller eller samle dem i komplekser. Mange biosyntese-
veje af industriel interesse er bade afhangige af enzymer, som
er overfgrt fra andre organismer (heterologe enzymer), og af
enzymer som findes naturligt i veertsorganismen (endogene
enzymer). For sddanne biosynteseveje, som er afhangige af
enzymer fra forskellige organismer, kan man ikke forvente,
at der er en optimal rumlig arrangering af enzymerne. Derfor
er det her oplagt at anvende moderne genteknologi til at opti-
mere den rumlige organisering. Vha. genteknologi kan man
f.eks. anbringe enzymer i neerheden af hinanden ved at samle
dem pa en form for platform [3,4], ved at fa dem til at inter-
agere vha. specifikke bindingsmoduler og tilhgrende genken-
delsessekvenser [5] eller ved simpelthen at fusionere de gener
som koder for enzymerne, og pa den made fa dannet et enzym
med flere katalytiske centre (figur 3).

Enzymfusion e@ger produktionen

af parfumestoffet patchoulol

I vores forskning har vi undersggt om enzymfusion kan
anvendes til at gge produktionen af patchoulol i geeren Sac-
charomyces cerevisiae. Patchoulol er et flygtigt stof med
kamferlignende duft, som anvendes i over halvdelen af alle
mandeparfumer. Det produceres af planten patchouli (Pogo-
stemon cablin) fra Laeebeblomstfamilien, der ud over patchouli
rummer mange andre duftende planter som lavendel, timian
og mynte. S. cerevisiae producerer ikke patchoulol naturligt,
men kan producere det ud fra farnesyldiphosphat (FPP), hvis
der introduceres et enkelt gen, der koder for patchoulolsyntase
(PTS) [6]. FPP er ogsa substrat for mange andre enzymer

i geer, idet det er precursor for ergosterol, farnesol, heam A,
ubiquinon og dolichol (figur 4). FPP er kendt for at mediere
produktinhibering af et tidligere trin i syntesevejen [7,8]. Der
er saledes tale om en syntesevej, som af mindst to grunde
forventes at kunne drage fordel af enzymproksimitet. For det
farste er der konkurrence om substratet FPP og for det andet
medierer FPP inhibering af et tidligere trin i syntesevejen.
For at undersgge effekten af en enzymfusion koblede vi de to
enzymer farnesyldiphosphatsyntase (FPPS) og PTS vha. fem
forskellige peptidlinkere. Peptidlinkerne varierede i l&engde
og var designet, sa de havde en fleksibel eller en rigid se-
kundeer struktur. Sammenlignet med frie enzymer ggede en
fusion af FPPS og PTS patchoulolproduktionen med en faktor
1,9-2,3 afhengig af hvilken peptidlinker, der blev benyttet
(figur 5) [9].

Perspektiver

| dette studie har vi vist, at det er muligt at gge cellefabrikkers
produktion af et kommercielt interessant stof til det dobbelte
ved at udnytte fordelene ved enzymproksimitet. Vi benyttede
en simpel teknik til at anbringe to enzymer i naerheden af
hinanden og alligevel sas relativt store effekter. Hvis koncep-
tet udvides sa flere enzymer inddrages vil der formodentlig
kunne opnas endnu starre effekter. Desuden forventes det,

at fremskridt inden for proteinstrukturforudsigelse kan give
endnu bedre muligheder for at optimere den rumlige organi-
sering end vi har i dag, og at man derved i endnu hgjere grad
kan udnytte teknologiens potentiale.

Interesserede er velkomne til at kontakte os for yderligere
oplysninger.
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Effekt af enzymfusion ved brug af forskeilige linkere
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Figur 5. Effekten af enzymfusion pd patchoulolproduktionen ndr
farnesyldiphosphat synthase (FPPS) og patchoulol synthase (PTS)
er fusioneret vha. forskellige peptidlinkere.
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