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Glykolysen
er den
centrale
metaboliske
rute for
produktion
af fri energi
i de fleste
celler. Den
har igennem
årtusinder
været
benyttet i
fermenterin-
ger, hvor
sukker
omdannes til
især ethanol
og mælke-
syre (figur
1). Der er

derfor stor industriel og fundamental interesse i at undersøge
glykolysen i detaljer og at forbedre egenskaber og
performance af mikroorganismer, der benyttes i industrielle
fermenteringer.

Men hvordan er glykolysen egentlig kontrolleret? Hvad
bestemmer den flux, der går gennem glykolysen og koncen-
trationerne af de glykolytiske metabolitter i
en mikroorgansime under et givet sæt
betingelser? Er det et af enzymerne i selve
glykolysen, der har kontrol eller måske
nogle helt andre enzymer uden for glykoly-
sen?

De senere årtier har kvantitative metoder
som Metabolisk Kontrolanalyse (MCA)
vundet stigende indpas i arbejdet med at
besvare denne type kvantitative spørgsmål.
Her illustreres det, hvordan MCA på
glykolysen kan udføres eksperimentelt. Som
eksempel præsenteres eksperimentelle data
fra bakterierne Escherichia coli og Lacto-
coccus lactis.

Metabolisk kontrolanalyse – kvantificering
af kontrol
Den levende celle er et komplekst netværk

af mange biokemiske processer, der sker samtidig for at
opretholde en, fra cellens synspunkt, optimal steady state. Det
er umiddelbart en meget uoverskuelig opgave at opnå en
kvantitativ forståelse af, hvordan de enkelte processer i cellen
er kontrolleret og afstemt ift. hinanden. Metabolisk kontrol-
analyse (MCA) er et matematisk redskab, der relaterer kontrol
af fluxe og metabolitkoncentrationer til de individuelle
enzymkomponenters kinetiske egenskaber [1,2]. Kvantifice-
ringen af enzymernes kontrol over metabolitkoncentrationer
og fluxe angives i MCA ved kontrolkoefficienter.
Kontrolkoefficienterne kan bestemmes direkte ved at ændre
aktiviteten af et givet enzym og efterfølgende observere,
hvordan fluxe og metabolitkoncentrationer påvirkes. En
fluxkontrolkoefficient på f.eks. 0.6 betyder, at 10% højere
enzymaktivitet giver 6% højere flux gennem den metaboliske
rute. Da summen af kontrolkoefficienterne for alle enzymer i
systemet på en given flux skal være 1, svarer en fluxkontrol
på 0.6 til, at enzymet har 60% af den totale kontrol. Tilsva-
rende defineres elasticitetskoefficienter, der beskriver, hvor
følsomme enzymatiske processer er over for ændringer i en
metabolisk pool.

Vigtigheden af at benytte MCA til analyse af kontrol i
biologiske systemer er understreget af, at »flaskehals«-
enzymer sjældent er til stede i biokemiske veje. I stedet er
kontrollen ofte distribueret over mange enzymer. Denne
distribution af fluxkontrol tillader sandsynligvis cellen at
reagere mere konstruktivt på udefrakommende signaler. Fra

Kontrolanalyse af glykolysen i
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Glykolysen spiller en central rolle for mange mikroorganismer i omdannelsen af sukker
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kortlægge, hvad der kontrollerer flowet gennem denne procesvej
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Figur 1. Simplificeret skema af glykolysen og dens
forbindelse til energimetabolismen i fermenterende
organismer. Enzymatiske trin og grupperede reaktioner er
indikeret med haner. Glykolysen genererer fri energi i
form af ATP, der primært bruges til cellens anaboliske
processer (vækst). I figuren er ligeledes illustreret en
ekstra ATP-forbrugende proces (ATPase-aktivitet).

Figur 2. Et bibliotek af syntetiske promotorer til gradvis ændring af genekspression i L. lactis.
Promotorernes styrker er angivet som aktiviteterne af �-galactosidase udtrykt fra rapportergenet
lacLM, der sidder umiddelbart efter promotorerne [3]. Et hypotetisk eksempel illustrerer, hvordan en
serie af disse promotorer (sorte pile) kan benyttes til modulering af genekspression. En relativ
genekspression på 1 svarer til det »normale« niveau. Den grønne pil illustrerer det optimale niveau af
genekspression.
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den metaboliske ingeniørs synspunkt giver denne distribution
imidlertid ofte anledning til frustration, når forsøg på at fjerne
»flaskehalse« i en biologisk proces slår fejl, og der ikke
observeres nogen nævneværdig forøgelse af fluxen til et
ønsket produkt.

Modulering af genekspression
En forudsætning for eksperimentel metabolisk kontrolanalyse
er velegnede værktøjer til i små trin at modulere aktiviteterne
af de forskellige enzymatiske reaktioner i cellen. Det kan i
princippet gøres ved at indsætte forskellige promotorer med
varierende styrker foran det respektive gen.

I 1998 blev der udviklet en metode til modulering af
genekspression, som var baseret på konstruktion af bibliote-
ker af randomiserede promotorer. Metodens princip er baseret
på at bevare kendte promotorkonsensussekvenser (-10 og -35
regionen i prokaryoter), mens sekvenserne af de mindre
konserverede regioner omkring konsensussekvenserne
randomiseres [3]. De Syntetiske Promotor Biblioteker (SPL)
dækker et bredt spekter af promotoraktiviteter med ændring
af styrke i små trin (figur 2) [3]. Metoden er et vigtigt gene-
tisk værktøj til at modulere enzymaktiviteter i næsten alle
organismer, og den er velegnet til både metabolisk kontrol-
analyse og optimering.

Metoden blev for nylig forbedret ved at kombinere den med
en PCR-metode, hvor de randomiserede promotorer indkorpo-
reres i opformeringen af genet. Det gøres ved at indbygge de
randomiserede promotorsekvenser i det benyttede primersæt
til PCR-amplifikationen [4]. Den oprindelige promotorse-
kvens på PCR-produkterne udskiftes således med randomise-
rede promotorer, hvorved det i princippet bliver muligt at
generere millioner af forskellige DNA-fragmenter med
varierende promotorstyrke foran genet. PCR-produktet kan
efterfølgende klones i en passende plasmidvektor, så genets
oprindelige promotor kan udskiftes, eller der kan introduceres
en ekstra kopi af genet på kromosomet.

Boks 1

Summations- og konnektivitetsteoremet
Summationsteoremet
Ifølge metabolisk kontrolteori kan kontrollen over en givet
flux være distribueret over samtlige enzymer (1,2,3 osv.) i
det metaboliske netværk. Således giver summen af
fluxkontrol for samtlige enzymer fuld fluxkontrol, dvs. 1.
Det er beskrevet i summationsteoremet:

1.....
1

321 ==++++ ∑
=

n

i

J
i

J
n

JJJ ccccc

Konnektivitetsteoremet
I metabolisk kontrolanalyse angiver elasticitets-
koefficenterne hvor »elastiske« et enzym er i forhold til
ændringer i koncentratione af en given metabolit.
Elasticitetskoefficienterne beskriver de lokale egenskaber
for det enkelte enzym, og kontrolkoefficienterne angiver de
globale egenskaber for enzymets kontrol på en flux eller
koncentration. Sammenhængen mellem elasticiteter og
kontrolkoefficienterne er beskrevet i konnektivitetsteoremet,
her anført med metabolitten X og fluxkontrol som eksempel:
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Eksperimentel metabolisk kontrolanalyse på glykolysen
De eksperimentelle studier af glykolysen begyndte for over
hundrede år siden. Allerede i 1897 blev der foretaget studier
af cellefri fermentering ved at ødelægge gærceller og efterføl-
gende observere den enzymatiske omdannelse af glucose til
ethanol og kuldioxid [5]. Men mere end et århundrede efter er
svaret på spørgsmålet, om hvordan glykolysen er kontrolleret,
stadig mangelfuldt.

De glykolytiske enzymer har bl.a. været studeret i gæren
Saccharomyces cerevisiae, men overraskende har ingen af
enzymerne kontrol over glykolysen i denne organisme [6].
Ligeledes har transporten af glucose ind i cellerne i bakterien
Escherichia coli kun lille kontrol [7]. En stor udfordring i
studierne af metabolisk kontrol har oftest været manglen på
ordentlige »værktøjer«. Det har resulteret i langsommelige
studier med mere eller mindre usikre data. I det følgende
gives et par eksempler på styrken ved at modulere geneks-
pression i eksperimentel metabolisk kontrolanalyse.

Bestemmelse af fluxkontrol for glyceraldehyd-3-phosphat
dehydrogenase i Lactococcus lactis
Glyceraldehyd-3-phosphat dehydrogenase (GAPDH) er et
centralt enzym i glykolysen og blev i mange år anset for at
være det »fluxbegrænsende« trin i glykolysen. I 1987 blev det
publiceret, at GAPDH havde næsten total kontrol over den
glykolytiske flux i L. lactis [8], hvilket betyder, at det skulle
være muligt at øge den glykolytiske flux ved at øge GAPDH-
aktiviteten. For at undersøge denne hypotese konstruerede vi
et bibliotek af mutanter. Det resulterede i ændrede GAPDH-
aktiviteter fra 14% til 210% af vildtypeniveau [9] (figur 3).

Udvalgte stammer blev herefter undersøgt for effekten af
den modulerede GAPDH-aktivitet på glykolysen. Af figur 3
fremgår det tydeligt, at det ikke var muligt at øge den glyko-
lytiske flux ved at øge GAPDH-aktiviteten. Ned til 25% af
normalaktiviteten viste en sænkning af GAPDH-aktiviteten
ikke nogen væsentlig effekt på væksthastighed og den glyko-
lytiske flux. Under denne aktivitet faldt den glykolytiske flux
dog drastisk, hvilket bekræfter, at GAPDH er et uundværligt
enzym for cellerne. Fra et kvantitativt synspunkt viser
resultaterne, at GAPDH ikke har nogen kontrol over den
glykolytiske flux (FCC=0.0) ved vildtypeniveau, og at
enzymet har et kapacitetsoverskud på 3-4 gange.

Bestemmelse af de ATP-forbrugende processers kontrol
over den glykolytiske flux
Ifølge metabolisk kontrolteori kan fluxkontrol befinde sig
overalt i det biologiske system, således også i processer uden

for glykolysen, f.eks. i reaktioner, der
forbruger den ATP, der dannes i
glykolysen. Man kan studere i hvor høj
grad, de ATP-forbrugende processer har
kontrol over den glykolytiske flux. Det
gøres ved at introducere en reaktion, der
hydrolyserer ATP uden at være koblet til
resten af cellens metabolisme (figur 1).
Vi har udviklet en teknologi til introduk-
tion af en ukoblet ATPase-aktivitet i
bakterier: Ved at overudtrykke F1-delen
af det universelle enzymkompleks F1F0-
ATPase introduceredes en hydrolyse af
cellens ATP. Ved dernæst at udtrykke F1-
ATPasen fra en række syntetiske promo-
torer var det muligt at modulere graden
af ATPase-aktivitet (figur 4). I
Escherichia coli resulterede introduktio-
nen af ATPase-aktivitet i en voldsom

stimulering af den glykolytiske flux med op til 70% [10].
Biomasseudbyttet blev samtidig reduceret kraftigt, hvilket
viste, at biomasseproduktionen var blevet afkoblet fra den
glykolytiske flux (figur 5, side 26). Også en mindre nedgang i
væksthastigheden blev observeret, hvilket blev tilskrevet en
nedgang i cellens energiniveau ved tilstedeværelse af ATPase-
aktivitet.

For at kvantificere andelen af kontrol, som de ATP-forbrug-
ende processer har på den glykolytiske flux, blev energimeta-
bolismen simplificeret ved at splitte den op i et modul af
enzymatiske reaktioner, der syntetiser ATP (glykolysen), og et
modul der forbruger ATP (anabolismen), med den fælles
intermediære ATP (eller mere korrekt, cellens phosphoryle-
ringspotentiale, �Gp [11]. Ved at plotte de eksperimentelle
data for den glykolytiske flux og cellernes væksthastighed
mod energiniveauet ([ATP]/[ADP] ratio), var det muligt at
kvantificere, hvor »elastiske« fluxene var ift. ændringer i
energipotentialet (figur 5).

Ifølge metabolisk kontrolteori er sammenhængen mellem
elasticiteter og fluxkontrol beskrevet i summations- og
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Figur 3. Bestemmelse af glykolytisk fluxkontrol for GAPDH i L. lactis. Den venste figur viser et bibliotek
af stammer med modulerede GAPDH-aktiviteter over og under det normale niveau. Figuren til højre
viser, hvordan den glykolytiske flux afhænger af GAPDH-aktiviteten, og den indsatte figur viser de
beregnede fluxkontrolkoefficienter for alle niveauerne af GAPDH-aktiviteter [9].

Beregning af fluxkontrol i de ATP-forbrugende processer. Energimetabo-
lismen er opdelt i to moduler med energipotentialet som den fælles
intermediære. Fluxkontrolkoefficienterne kan da beregnes ved kombinati-
on af summations- og konnektivitetsteoremerne. Bemærk hvordan
ændringer i energipotentialet i dette tilfælde udgår af beregningerne af
fluxkontrol, som herefter beregnes ud fra ændringer af fluxene.

J
eic  = fluxkontrolkoefficienter, i

Pε = elasticitetskoefficient over for
energipotentialet, J = flux, �G

p
 = energipotentialet.

Kontrolanalyse på glykolysen
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konnektivitets-teoremerne (Boks 1). Vha. disse teoremer var
det muligt at opstille en formel til beregning af fluxkontrollen
af de ATP-forbrugende processer på den glykolytiske flux
(formel 3, Boks 2). Det overraskende resultat var, at den
glykolytiske flux i E. coli primært kontrolleres af ATP-
forbruget (figur 5) [10,12].

En introduktion af ATPase-aktivitet blev på samme måde
foretaget i L. lactis og viste også en signifikant reduktion af
biomasseudbyttet [13]. Men i modsætning til E. coli resulte-
rede introduktionen af ATPase-aktivitet ikke i nogen stigning
af den glykolytiske flux i hurtigt voksende celler, hvilket
viste, at fluxkontrollen af de ATP-forbrugende processer var
tæt på nul. Derimod var effekten af ukoblet ATPase-aktivitet
stærkt afhængig af vækstbetingelserne. Således blev den
glykolytiske flux stimuleret kraftigt i langsomt eller ikke-
voksende celler. Disse resultater indikerer, at glykolysen i

voksende L. lactis-celler er tæt på den maksimale kapacitet,
og at kontrollen af glykolysen under disse betingelser måske
befinder sig i de glykolytiske reaktioner eller i cellens trans-
portsystemer.

Konklusion
Ved at benytte molekylærbiologiske værktøjer til modulering
af enzymaktiviteter i små trin er det blevet muligt at lave
gode kvantitative studier over metaboliske ruter i mikroorga-
nismer. I kombination med metabolisk kontrolanalyse skaber
det en stabil platform for en bedre kvantitativ forståelse af
metabolismer i mikroorganismer. Det faktum, at glykolysen i
E. coli er kontrolleret af ATP-forbrugende processer udenfor
selve glykolysen, viser vigtigheden af, at betragte alle cellens
biokemiske processer som et globalt netværk. Tidligere har
forskere ofte været tilbøjelige til at betragte enzymatiske trin i

Figur 4. Komplekser af de tre F
1
-subunits �, � og � fra F

1
F

0
-ATPasen kan benyttes til at øge ATP-omsætningen i celler. I bakterier sidder de tre relevante gener

sammen i en operon, der letter en koordineret ekspression fra syntetiske promotorer. ATP-generne er indsat foran rapportergenet lacLM, der koder for �-
galactosidase.

▲
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en lokal sammenhæng. En anden vigtig observation er, at
kontrollen af metaboliske fluxe også afhængiger af vækstbe-
tingelserne. Det er specielt vigtigt, når eksperimentelle data
skal overføres til industrielle fermenteringer.
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Nyt om...

Bag navnet C4 gemmer sig sprængstoffet pentaerythritol
tetranitrat PETN plus et væld af andre navne. Sprængstof-
fer er stoffer eller blandinger, som producerer store mæng-

Nyt om C4 – et sprængstof brugt på Bali
der gasser, når de sønderdeles. Typisk består de af noget,
der kan reduceres, og noget der kan oxideres. I alminde-
lig sortkrudt er kaliumnitrat oxidator og S og C oxideres.
Moderne sprængstoffer har ofte oxidator og reduktor
bygget sammen, ofte er de nitroforbindelser eller
organiske nitrater. Nedenfor er vist en række eksempler.
1. Nitroglycerin, 2. PETN, 3. Cyclomethylentrinitramin
RDX, 4. Ammoniumpikrat AP, 5. TNT, trotyl, 6.
Trinitrophenylmethylnitramin, tetryl. Disse navne er
ikke systematiske navne.
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