Nar enzymer taver — CTP-
biosyntesen | malkesyrebakterier

Regulering af CTP-syntesen i Lactococcus lactis er et elegant eksempel pa, hvordan en
organisme udnytter enzymers katalytiske egenskaber til at sikre en optimal tilpasning til de
evigt skiftende fysiologiske udfordringer, cellen udsaettes for
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Den hastighed, hvormed enzymer katal yserer de biokemiske proces-
ser i cellen, er afhamngig af koncentrationen af bade substrat og pro-
dukt. Salange et enzym ikke er madtet, vil en gget substratmasngde
betyde, at processen forl gber hurtigere. Et ganske saaligt enzymer
RNA-polymerasen, der med DNA som skabelon danner RNA-mo-
lekylerne, der igenfungerer som skabelonfor proteinsyntesen.
Defleste af proteinerne fungerer som enzymer. Som substrat har
RNA-polymerasen de fire nukleotider ATP, GTP, CTP og UTP (fi-

e

Figur 1. Sruktur og nomenklatur af nukleotider og deresderivater. @verst er
vist de fem nukleobaser. Guanin og Adenin er puriner, mensdetre gvrigeer
pyrimidiner. Nukleosider er enribose eller deoxyribose, hvorpa der sidder en
af de femnukieobaser med en N-glycosidbinding i C1-positionen. Nitrogen-
atomet, der binder til sukkermolekylet, er angivet med enlillaring. Nederst er
vist adenosintrifosfat (ATP). Deoxyadenosin trifosfat (dATP) er identisk med
ATP, bortset fra at den med gult meakede hydroxylgruppe er substitueret med
et hydrogen.

gur 1). N&r der er mangel pa et af defire nukleotider, vil RNA-poly-
merasen kgrelangsommere, nar den skal indoygge det paged dende
nukleotid i den voksende RNA-kasde. RNA-polymerasen taver. Ne-
denfor skal vi se, hvordan cellen kan bruge denne egenskab ved en-
zymet til at regulere, hvor meget protein der skal laves.

En central rolle

Ligesom alle andre organismer, har madkesyrebakterier brug for
nukleotider for at kunne syntetisere DNA, RNA og en rakke for-
skellige co-faktorer. Nukleosid trifosfater (NTP) —isse ATP og GTP
har en helt central rolle somintracellulae transporter af energi, der
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skal brugesi opbyg-
ning af allecelle-
komponenter.
Kravet for nukle-
otider kan blive op-
fyldt pato mader:
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novo-syntese) fra
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bindelser, der dan-
nesi den generelle
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bindelser der opstér
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Figur 2. Smplificeret billede af nukleotidmeta-
bolismeni Lactococcuslactis. | biosyntesen
bygges nukl etiderne op frabunden, mens
»Salvage« udnytter allerede dannede nukleoti-
der, nukleosider og nukleobaser. Optagelsefra
omgivelserne sikres af specielt dedikerede
transportsystemer. Nukleotiderne anvendesi
polymeriseringen af DNA og RNA. Efter
nedbrydning af isea RNA genbruges forbindel-
serne.

RNA og DNA (figur 2). Endeprodukterne i nukleotidmetabolis-
men er purin- og pyrimidinnukleosidtrifosfaterne ATP, GTP,
UTP, CTP (figur 1), der primaat bruges i RNA-syntese, samt
dATP, dGTP, dTTP og dCTP (figur 1), der er byggesten for

DNA (figur 2).

Bakteriers produktion af nukleotider

Mange bakterier kan producere nukleotiderne ved nysyntese, mens
andre, heriblandt en rakke forskellige madkesyrebakterier, kraaver
tilstedevaarelseaf enten puriner eller pyrimidiner til vaekstmediet.
Disse auxotrofe bakterier, der ikke selv kan syntetisere nukleo-

tiderne, bruger de sékal dte »Salvage pathwaysx.

Prototrofe bakterier, der selv kan syntetisere nukleotider, har ud
over metabolismevejenetil denovo-synteseaf nukleotider ogsaSal-
vage pathwaystil transport og omdannel seaf nukleobaser og nukle-
osider (figur 2). | dissebakterier er de novo-syntesevejene nedregu-
|eret med en kombination af enzyminhibering og nedsat enzympro-
duktion (genetisk regul ering) under til stedevaarel seaf purin- eller
pyrimidinkilder i vekstmediet.

UMP’s rolle

Lactococcus lactis kan selv syntetiserepyrimidinerneviaen
reaktionsve, der er universel for alle organismer (figur 3A). UMP
dannesgennem seksenzymatisk katalyseredereaktioner, idet der
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forbrugeskuldioxid, ammoniak, aspartat og fosforibosyl pyrofosfat, enzymetskatal ytiske egenskaber af purinnukleotidet GTP. GTPhar
menshydrolyseaf ATPgiver denenergi, der kraaves, for at syntesen  ensteark positiv effekt paenzymaktiviteten. Vedlav GTP-koncen-
kan foregad. UMP er ogsa produkt i Salvage-reaktionerne. trationi cellen nedsadtes enzymets aktivitet, hvorved der dannes
UMP er udgangspunktet for dannel sen af alle pyrimidin-nukleo- mindre CTP. Paden made er der kommunikation mellem de enkelte
tidtrifosfaterne: UTP, CTP, dCTP og dTTP. Generne, der koder for nukleotider, hvilket kanvaaremedtil at opretholdeen konstant

de seks biosyntetiske enzymer, er spredt pa L. lactis-kromosomet. intracellulaar koncentration af alefire nukleotider (UTP, ATP, CTP
og GTP).
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B. B i * 3 Figur 4. Strategi for konstruktion af stammer med differentieret udtryk af
Py e —_— e — pyrG. Den normale promotor erstattes af syntetiske promotorer med
forskellige styrker. Det resulterer i forskellige RNA-maengder og dermed
g I+ 4 1 forskellige maengder af CTP synthase. RNA-polymerasen er ansvarlig for
EC— —— . o ]| — syntese af mMRNA (budbringer RNA) i transskriptionsprocessen, mens
s R X s SRR T ribosomerne over sedter budskabet i mMRNA-molekylet til protein—i dette
tilfad de enzymet CTP synthase.
Figur 3. A) Pyrimidinbiosyntesen. . .
Fdlgende enzymer og korresponderendegener i parenteser ngdvendige: 1. For at undersgge om maengden af CTP synthasei L. lactis pa-
Carbamoyifosfat synthase (car AB), 2. Aspartat transcarbamoylase (pyrB), virker koncentrationen af CTP, blev der fremstillet en rackke
3. Dihydroorotase (pyrC), 4a. Dihydroorotat dehydrogenaseA. (pyrDa), bakteriestammer, der i forskellig grad producerer CTP
4b. Dihydroorotat dehydrogenase B (pyrKDb). 5. Orotat fosforibosyltransferase synthase.
(Py'E), 6. OMP decarboxylase (pyrF), 7. UMP kinase (pyrH), 8. Pyruvatekinase | bakterier er produktionen af et bestemt enzym oftest bestemt af

(pyK), 9. CTP synthase (pyrG).

B) Organiseringen af de ovennaamte gener pa kromosomet af Lactococcus lactis. promotoren, der sidder foran genet og styrer, hvor meget mRNA der

Der findestre operoner pyrEC, pyrKDbF og pyrRPBcarA. pyrR koder for det produceres. Ved a konstruere DNA-molekyler, hvor den normale
regulatoriske protein PyrR, menspyr P koder for enuracil transporter, der er promoter var erstattet med forskellige syntetiske promotorer (figur
ansvarligfor aktivtransport af uracil fraomgivelserneindi cellen. 4), var det muligt at fremstille bakteriestammer, der producerede en
C) UTPsomdanndsetil CTP.

Den eneaminogruppefraglutamin overfarestil UTP under fraspaltning af vand. 4 =

Der hydrolysereset ATP-molekyle, der ger reaktionen energetisk favorabel.

Deer organiseret i fem enheder: carB, pyrRPBcarA, pyrEC,
pyrKDbF og pyrDa (figur 3B).

Det farste gen i pyrRPBcarA-operonen er pyrR, der koder for et
regulatorisk protein. @delasgges pyrR ved en mutation, resulterer
deti enkraftigstigningi syntesen af alle pyrimidin biosyntetiskeen-

mer.

ZyPyrR-protei net kan binde et UMP-molekyle. PyrR-molekylerne _
vil binde UMP, nér den interne UM P-koncentration er hgj, og ved v e oseom ; : . :
lave UM P-koncentrationer er PyrR-proteinerne ubundne. PyrR mé At ET arethaams chiriid 76 GTF sones trdo “mamg to vt
ler derigennem cellens UM P-koncentration. Nar UM P er bundet til

PyrR, reducerer dette kompleks syntesen af de enzymer, der kataly- Figur 5. A) CTP-koncentrationeni cellen somen funktion af meengden af CTP
serer UMP-dannelsen. synthase. Maengden af CTP synthase varieres sombeskrevet i figur 4 og er
angivet relativt til aktiviteteni den normale celle—her sat til 100%.
B) CTP synthase-aktiviteten somfunktion af den intracellulaare CTP-
CTP Synthase —et spaendende enzym . ) koncentration. Maangden af CTP justeres ved tilseetninger til mediet. Sekilde
CTPdannesved, at en aminogruppe fraaminosyren glutamin over- 2 for metoden.
farestil UTP (figur 3C). Enzymet, der katalyserer reaktionen, er

CTPsynthase, der har vist sig at vaaeet overordentligt spaandende helt bestemt mamngde CTP synthase. Ved at male CTP-koncentratio-
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enzym. Enzymetsegenskaber pavirkesnemlig af deforskellige neni deforskellige stammer var det muligt at afgere, om der er en
nukleotider: ud over at selvereaktionener afhamgigaf koncentratio-  sammenhaang mellem maangden af enzym og koncentrationen af
nen af substrat og produkt (UTP, ATP og CTP, ADP), pavirkes CTP. Detvistesig, at der var proportionalitet mellemmaangdenaf  p
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Figur 6. Model for pyr G-regulering.

A) Ved hgj CTP-koncentration vil transskriptionen stoppe ved terminatoren, far
der kan laves pyrG mRNA.

B) Ved lav CTP-koncentration vil terminatoren ikke dannes, hvorfor transskrip-
tionen fortsadter s der laves pyrG mRNA, der kan trangdaterestil CTP
synthase. Der vil derfor produceres CTP.

C) Udsnit af starten af pyrG-genet. Transskriptioneninitieresmeden 5" -GGGC
sekvens (gren linje).

D) Ved hgj CTP-koncentration fortsadter transskriptionen og en terminator, der
involverer baseparring i regionen, er vist med radt og dannes preferentielt.

E) Den sekundaa estruktur af pyr G mRNA'’ et i ter mi nator konfigurationen.

F) Ved CTP-mangel vil RNA-polymerasen pausereumiddelbart foran det lillaC
i positionfirei 5'-GGGC-sekvensen. Pga. reiterativ transskription eller
»Suttering« vil ekstra G’er bliveinkorporereti 5 enden af RNA' et, indikeret
med en stiplet grgnlinje. G’ erne (den grennelinje) baseparrer med den venstre
sideaf terminatoren (red linje), hvorved dannel sen af terminatoren forhindres.
Transskriptionen fortsadter, hvilket resulterer i ekspression af pyrG.

G) Den sekundaa e struktur af pyr G mRNAi anti-terminatorkonfigurationen.

CTPsynthase og CTP-koncentrationen (figur 5A). Sagt paen anden
méde: Maangden af CTP synthase bestemmer hvor meget CTP, der
ericellen.

Spargsmalet var s, hvad der i normale celler bestemmer, hvor
meget CTP synthase, der skal laves? For at undersgge om CTP-kon-
centrationen havde nogen betydning for maangden af CTP synthase,
blev maagden af enzym bestemt ved forskellige CTP-koncentratio-
ner (figur 5B). Det fremgér, at CTP-koncentrationen bestemmer
maangden af CTPsynthase. N&r CTP-koncentrationen er helti bund,
producerer cellen optil 40 gange den normale maangde enzym. Situ-
ationen er altsaden, at CTP-koncentrati onen bestemmer maangden
af CTP synthase, og maagden af CTP synthase bestemmer CTP-
koncentrationen. Det forklarer, hvordan bakterier bagrer sig ad med
at opretholdeen konstant intracellulaa CTP-koncentration—CTP
homeostase.
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Hvordan styres meengden af enzym?

Tilbage stér at finde ud af, hvordan CTP-koncentrationen styrer
maangden af enzym. Ved at sammenligne DNA-sekvenserne af ge-
net, der koder for CTP synthase— pyrG —fraforskellige organismer,
oginddrageresultater fraundersggel ser af L. lactis og Bacillus
subtilis var det muligt at opstille en model for, hvordan den CTP-
afhaangigeregulering virker (figur 6).

Frapromotoren initieres mMRNA-syntesen (transskriptionen), der
udfares af RNA-polymerasen. Det syntetiserede mMRNA oversadtes
dernasst til protein (enzymet CTP synthase) af ribosomernei den
proces, der kaldestrandation. Laagerenedei mRNA’et, meninden
det stykke, der koder for CTP synthasen, kan man finde et omréde,
hvor mMRNA'’ et kan foldeop i en sekundaa struktur —en terminator,
der er kendit for at stoppe transskriptionen (figur 6). Der vil altsa
ikke blivelavet mMRNA med koden for CTP synthase, ndr RNA’et
kanfoldeopi terminatorstrukturen.

For at falavet CTP synthase, ndr CTP-koncentrationen er lav, er
det nadvendigt, at transskriptionen kan fortsadteforbi terminatoren.
Det opnés, hvis RNA’ et ikke folder op i terminatorstrukturen, men
folder opi en alternativ struktur kaldet anti-terminatoren (figur 6).
Hvad bestemmer, hvilken af deto strukturer, der dannes?

Né&r der er overskud af CTP, vil den farste del af mRNA' et have
sekvensen GGGCACUGG. Ved CTP-mangel vil sekvensen af
mMRNA'et i stedet vage GGGGGGGGCACUGG. Der sker det, at
RNA -polymerasen ved lav CTP-koncentration mangler CTPtil
RNA-syntesen. N&r den nér til den fjerde base, hvor den skal ind-
sadteet C, vil denikke umiddelbart have CTPtil rédighed, meni
stedet lavereiterativ transskribering, hvor den samme DNA-sekvens
transskriberes flere gange — man siger, a RNA-polymerasen »stam-
mer«. Tilstedevaarelsen af de ekstraG’ er favoriserer dannelsen af
antiterminatoren, og hele genet transskriberes. Nar RNA-polymer-
asen tgver pga. manglen pACTP, laves der ekstraRNA og dermed
mere CTP synthase, der serger for, at cellen producerer mere CTP.

Regulering af CTP-syntesen

Vi startede med at fastdl§, at hastigheden, hvormed enzymer
katalyserer debiokemiske processer, stiger, ndr koncentrati onen af
substratet i cellen stiger. Da RNA-polymerasen har CTP som sub-
strat og MRNA som produkt, er det umiddelbart logisk at antage, at
en nedsat CTP-maangde betyder nedsat RNA-syntese. Derfor kan
detvirkeforbl gffende, at enlav CTP-koncentration medfgrer en
@get maangde pyrG mRNA.

Det er vigtigt at fremhaare, at den ggede maangde mRNA ikke
skyldes, at RNA-polymerasen karer hurtigere, men kerer langsom-
mereog derved forhindrer, at syntesen af pyrG mRNA stopper ved
terminatoren. Regulering af CTP-synteseni L. lactis er slledeset
elegant eksempel pa, hvordan en organismeudnytter enzymerskata-
lytiskeegenskaber til at sikreen optimal tilpasningtil deevigt skif-
tendefysiologiske udfordringer cellen udsadtesfor.
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