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Agrip - Kuldapolnar lifverur hafa nad ad dreifa sér um flest blsveedi & jordinni. bar finnast i rikum
meeli vid ystu landfreedilegu mork lifs, svo sem & efstu fjallstoppum, i dypstu hafdjupum og & heimskauta-
svaedunum. Ensim pessara lifvera hafa préast gegnum tidina til ad takast & viéd pessi dfgafullu lifsskilyrdi.
Hvétunargeta kuldavirkra ensima er gjarna 2-5 falt meiri vid stadalhitastig i samanburdi vid ensim bldo-
heitra lifvera, en hitastédugleiki peirra er aftur & méti minni. Samlodunarkraftarnir sem vidhalda prividd-
arbyggingu préteina eru mjog veikir, en jafnframt afar margir i hverri sameind. bessir kraftar togast a vid
hitastigshddar varmahreyfingar atomklasa um ad vidhalda réttu svipmoéti hvers préteins. Hvétunarvirkni
ensima er had pessum innri hreyfingum. Ef ensim er keelt naegilega mikid, hettir pad ad starfa, pvi hreyf-
ingar pess stodvast. I kuldavirkum ensimum er samlodunarkréftum fakkad med sérvali & amindsyrum,
sem gerir peim kleift ad ganga gegnum hvikular hreyfingar vid mjog lag hitastig. Hér er fjallad ndnar um
grundvéll kuldaadldgunar med tilvisun i rannsoknir vid Haskéla islands og vidar.

1. Inngangur

Ymsar forvitnilegar spurningar tengjast rannsoknum
a hitastigsadlogun lifvera. Leitad er m.a. svara vid
pvi hvert sé kjorhitastig tiltekins dyrs, plontu, eda 6r-
veru, og ekki sist, hvers vegna. Einnig pykir dhuga-
vert ad vita hvada lagmarksbreyting i hitastigi mun
til langs tima hrinda af stad adlégunarferlum i lifver-
unni, og hversu nalegt polmérkum i hita nalifandi
lifverur bda & hverjum stad. Eina leidin til ad finna
svorin vid pessum spurningum er samanburdur sam-
stofna (e. homologous) lifvera sem hafa adlagast 6liku
hitastigi. Vid slika skodun verdur fljotlega naudsyn-
legt ad leita dypra, p.e. freista pess ad tengja ahrif
hitastigs & mismunandi efnispetti i samsetningu lif-
verunnnar. Framfarir sidustu aratuga hafa m.a. byggst
& tilraunastofuvinnu med einangradar sameindir, par
sem mogulegt er ad gera markvissar stokkbreytingar i
tilteknum arfbera, og komast pannig ad hlutverki ein-
stakra patttakenda i peim sameindadansi sem naud-
synlegur er. betta 4 einkum vid um samband bygging-
ar og virkni i ensimum og 6drum préteinum. Sama
hugmynd liggur ad baki rannséknum sem fela i sér
samanburd & nattdrulegum afbrigdum sama proteins
Ur 6likum lifverum. St nalgun hefur pann kost ad natt-

Uran hefur pegar gert stokkbreytingartilraunina med
sannanlegum &rangri hvad vardar breytingar a mal-
anlegum eiginleikum préteinsins. Okostur er ad jafn-
framt hafa safnast upp ymsar breytingar i amino-
syrurdd proteina sem eru poglar hvad vardar pann til-
tekna eiginleika sem er til athugunar. bad getur ver-
i0 afar erfitt ad grisja paer burt ar stéru safni breyt-
inga. Badar leidirnar hafa verid farnar vid rannsoknir
a kuldavirkum ensimum sem m.a. hafa verid stundad-
ar & Raunvisindastofnun Haskolans um alllangt skeid
[1-8]. Vid munum koma ad peim sidar i pessari grein
par sem vid &. Fyrst er videigandi ad reda um adlégun
ad hitastigi & almennari ndtum svo lesandanum gefist
teekifeeri til ad atta sig & heildarmynd slikra rannsokna.

2. Adlogun lifvera ad misheitu umhverfi

A0 pvi gefnu ad timinn geti adlagad lifveru ad breyt-
ingum & adstedum (med ,,proun), parf i hverju til-
felli ad skoda pa askorun sem lifveran stendur frammi
fyrir. Sérhverjar adsteedur kalla a sérteeka adldgun
i byggingu stérsameinda og efnahvérfum lifverunn-
ar svo lifsgliman vinnist, hvort sem lifveran lifir i
vatni eda & landi, i haum saltstyrk, i miklum hita,
eda i miklum kulda o.s.frv. Alagid sem lifvera verd-
ur fyrir fra umhverfi sinu er adallega af tvennum
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toga. I fyrsta lagi eru grunnefnin (t.d. ensim, burdar-
prétein, kjarnsyrur, fituefni og frumuhimnur) og sam-
skiptin milli peirra neem fyrir ymsum umbhverfispatt-
um. bar ma nefna hitastig, prysting, geislun, navist
vatns, surefnisstakeindir og styrk uppleystra efna. bad
fleekir malid ennfremur ad protein verda ad vidhalda
réttu starfsastandi par sem togast & viokvemt jafn-
veegi milli sameinda med rétt svipmét og peirra sem
flosna upp timabundid. pad parf litid til ad fera jafn-
veegisstdouna fra fyrrnefnda astandinu sem gerir lif-
kerfin berskjoldud gagnvart edlis- og efnabreytingum
i umhverfinu og verdur vikid nanar ad pvi sidar. Hinn
pattur adlégunar snyr ad frumunni sem heild og peirri
grundvallarkréfu ad han rédi vid nagilega orkufram-
leidslu (ATP og NADH), en & pvi byggir allt ann-
ad [9]. Adldgun parf pannig ad tryggja pol gagnvart
ahrifum umhverfispatta a4 hrada efnaskipta almennt.
par gegna ensimin lykilhlutverki.

3. Anhrif hitastigs & lifverur

Einn melikvardi & ahrif hitastigs a lifverur er su
stadreynd ad engin tegund getur polad allan hita-
stigsskalann i lifheiminum, fr4 -80°C & hastu fjoll-
um og & pblunum, til vel yfir 100°C i hverum i sjo
og a landi. Med préunarvali hefur hver tegund haslad
sér voll innan hitastigssvios sem leyfir henni ad virka
vel, en utan pess svids virkar hun illa eda drepst. Ef
innri hiti lifveru parf ad adlagast hitastigi umhverfis-
ins, hvort sem pad er loft eda vatn, kallast lifveran um-
hverfisheit (e. ectothermic). A purru landi geta slikar
lifverur, eins og skriddyr eda skordyr, po haft likams-
hita sem er toluvert frabrugdinn lofthitanum, vegna
hegdunarmynsturs sem skapar varma. Auk spendyra
og fugla eru adeins mjog fa skordyr sem na ad halda
jofnum likamshita (e. homeothermic) med samstilll-
ingu innri hitamyndunar og styringu & hitaskiptum vid
umhverfid. Flest landdyr eru sem neest umhverfisheit.
Slik dyr eru oft jafnframt med breytilegan likamshita
(e. poikilothermic) hadan umhverfishitastigi. Sama
gildir augljéslega um pléntur og drverur. Tegundir lif-
vera eru afar mismunandi hvad viokemur pvi hita-
stigssvidi sem pau pola, og pvi hitastigi sem pau bua
vid ad Ollu jofnu. Fiskar vid Sudurheimskautslandid
(Notothenioide) lifa & mjog prongu hitastigsbili (e.
stenothermic) fra -1,86°C til 2°C, en drepast vid 4°C.
Tiu til tuttuga milljon &ra préunarsaga i umhverfi sem
er nanast ishad hefur leitt til missis a adlégunarhafni,
sem jafnvel langvarandi adlégun getur ekki snuio til
baka. Onnur sjavardyr, t.d. dyr i fledarmalinu, sem
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eru a kafi eda & purru a vixl, geta purft ad pola
mikinn hitastigsmun upp & 20-30°C & hverjum sol-
arhring (e. eurythermic). Vidvermishryggleysingjar
og fiskar fra temprudu beltunum geta haldid likams-
starfseminni gangandi i lagum hita sem samsvarar
Sudurheimskautakulda, en jafnframt polad sambaeri-
legt hitastig og rikir i likémum fugla og spendyra.
petta felur stundum i sér umpdlun i genastyringu &
tjningu ensima med hafandi virkni [9-11].

4. Hitastig, hvarfhradi og hreyfingar ensima

Efnahvorferu sterklega h&d hitastigi. Hvarfhradi grof-
lega tvofaldast vid 10°C haekkun & hitastigi. betta
helgast af hvarfgirni efna, sem & upptok sin ad stor-
um hluta i hreyfiorku peirra. Hradi umbreytingar i
myndefni vex med fjolda hvarfefnaeininga sem n4 til-
tekinni lagmarksorku (virkjunarorku; E,). Hitastigid
dkvardar hlutfall sameinda i sameindasafni sem ner
upp fyrir petta orkulagmark, en ensim akveda hversu
hatt petta lagmark er sett. Hlutverk ensima er pvi m.a.
ad styra fledihrada um hina ymsu ferla. Vid tiltekid
hitastig hvarfast fleiri sameindir pegar ensimid lseekk-
ar orkupréskuldinn E, (eda nakvemar sagt virkjun-
arfrjalsorkuna AG7).

Hvers vegna eru ensim svona godir hvatar og
hvers vegna er hradi ensimhvatadra hvarfa svona had-
ur hitastigi? Beadi atridin eiga reetur i sama fyrir-
brigdinu. Naudsynlegar skammtimabreytingar purfa
ad verda & byggingarastandi ensima medan & hverju
einstoku ferli efnahvarfs stendur. Pétt svipmat hvers
ensims birtist med roéntgengreiningu & kristéllum sem
stodug mynd, pa er i reynd um safn mismunandi
stellinga ad rada i lausn, p.e. myndin er hreyfd. |
grunnastandi er sifellt flokt eda tif i innri afst6du
atdma préteinsins, mismikid eftir stadsetningu peirra.
Mestar hreyfingar eru gjarna i lykkjum & yfirbord-
inu en minnstar hreyfingar dypst i kjarnanum. bott
hvarfstddin sé oft grafin i djupum leegdum, er hreyf-
ingum einkum beint ad henni. Mynd 1 synir demi
til gléggvunar um hreyfingar i proteinasa ur eyoni-
veirunni, par sem borin er saman st bygging sem faest
vid kjarnspunasegulgreiningu i lausn (NMR) annars
vegar, og hins vegar bygging fengin med kristalls-
greiningu [12]. NMR taknin gefur fjélda lausna (hér
eru 23 mismunandi stellingar syndar), en kristalla-
greining adeins eina stellingu. Fj6lbreytnin i NMR
lausnunum er mest & lykkjusvaedum, eins og buast
matti vid. Pau svaedi mynda lamir og enda & flipa sem
leggst yfir hvarfstddina i virku astandi ensimsins. bau
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Mynd 1. Proteinasinn 0r eydniveirunni (HIV veiru) med
lyf (DMP323) i hvarfstdd. (A) Greining & svipmati ensims-
ins i lausn med kjarnspunaadferd (NMR). Syndar eru 23
mismunandi Utgafur sem teeknin gaf. (B) Mynd fengin med
kristallagreiningu. Ensimid er tvennd (e. dimer) og leggjast
tveer eins peptidkedjur saman eins og tvibaka til ad mynda
hvarfstddina i midju. Kringum aminésyru 50 eru endarnir &
flipum sem leggjast yfir hvarfstodina pegar hvarfefnid binst,
en hjarirnar kringum amindsyru 40 eru stadir sem hreyfast
mikid. Hreyfigetan i peptidkedjunni er greinilega mismikil
eftir stadsetningu innan heildarinnar. Adeins er meginkedja
préteinsins synd (N, Ca, CO), en hlidarhépum sleppt. (C)
Samanburdur & medaltals NMR byggingu (6slitin lina) og
rontgenkristallabyggingu (brotalina). Tekid fra [12].

eru einnig mikilveeg vid ad binda og losa hvarf- og
myndefnin. Medaltalsmyndin (mynd 1C) sem fékkst
r 6llum 23 lausnum NMR greiningar var ekki eins
og kristallsmyndin, sem er mjog eftirtektarvert, pvi
lyfjafyrirtaeki nota oft kristallagreiningu proteina sem
Utgangspunkt vid honnun lyfja. Reynslan hefur kennt
ad ekki eru 61l efni god lyf, sem hafa verid honnud til
ad smella pétt inn i hvarfstddvar slikra likana.
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Sé& atburdur i runuferli efnahvarfs i ensim-
hvarfstéd sem er hradatakmarkandi er i faestum til-
fellum bundinn vid sjalft efnahvarfid, p.e. hreyfing-
ar rafeinda innan efnanna vid breytingar & samgildum
tengjum. Heldur raedur ferd s& hradi sem ensim neer
vid ad breyta byggingu sinni kringum hvarfstddina
til ad starfa i takt vid tengingu, umbreytingu og los-
un tengiefna. Slikar hreyfingar hafa virkjunarastands-
proskulda, likt og rof og nymyndun samgildu tengj-
anna. bad kallast ad ensim hafi n&d préunarlegri full-
komnun pegar naudsynlegar breytingar & byggingu
ensims med hreyfingum, sem na ad mynda rétt drum-
hverfi fyrir hvarfid, geta gengid a sama hrada og ha-
markshradi sjalfs hvarfskrefsins. Hvarfhradinn er pa
einungis hddur fledihrada hvarfefna ad ensiminu og
fleedihrada myndefna fra hvarfstddinni. bar sem mjog
sterkt samband myndast augljéslega milli hreyfigetu
byggingarinnar og virkni ensims, gefst svigram til ad
stilla hvarfhrada ensima ad adstedum med proun a
vali aminésyra vid byggingu peirra.

5. Almenn bygging proéteina

Fyrir pa lesendur sem ekki eru vanir tungutaki lif-
efnafredinnar um stig préteinbyggingar ma visa i
mynd 2 af alkaliskum fosfatasa. Rannsdknir & pessu
ensimi Ur porski og kaldsjavarérveru standa yf-
ir & Raunvisindastofnun Haskdlans nd um stundir.
Fyrsta stigs bygging proteins felst i tiltekinni og ein-
stakri aminosyrurdd pess proteins. Fullkomin lysing &
prividdarstadsetningu allra atbma og aukapétta innan
hverrar fjolpeptiokedju kallast sidan pridja stigs bygg-
ing. bar a milli eru annars stigs myndform, sem grof-
lega flokkast i alfa-helixa, beta-fleti, stuttar beygjur,
og steerri lykkjur. Tvo sidastnefndu formin eru gjarna
tengisveedi milli peirra tveggja fyrrnefndu. Alkaliskur
fosfatasi hefur tiu patta beta-flot i kjarna sinum, en
utan & hann beggja vegna radast helixar. Mynd 2 syn-
ir einnig ad nattGrulegt form ensimsins samanstend-
ur af tveimur eins peptiokedjum, sem limast sam-
an i tvennd (e. dimer) med 6samgildum samlodunar-
kroftum. Slik samrédun sjalfsteedra peptidkedja kall-
ast fjorda stigs bygging. Onnur einingin hefur ver-
i0 teiknud med van der Waals rimtakskdlum allra
atéma, en i hinni einingunni sjast annars stigs mynd-
formin sem liggja par ad baki. Samlodun atéma er
ekki einsleit i préteinum, heldur myndast sjalfsteedir
atdmklasar. Ma pannig likja proteinum vid vinberja-
klasa, par sem ber a sému grein hreyfast samtaka, en
einstakar greinar geta svo hreyfst 6samtaka.
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Mynd 2. Likan af ensimi sem skyrir mun & fyrsta stigs, ann-
ars stigs, pridja stigs og fjorda stigs byggingu. Alkaliskur
fosfatasi hefur tvenndskipulag par sem tveer eins u.p.b.
hnattlaga peptideiningar tengjast samhverft. Slik samrgd-
un eininga er fjorda og efsta stig proteinbyggingar. Hér er
heegri einingin synd pannig ad o6ll atémin hafa verid teikn-
ud med van der Waals umfang sitt synilegt, en slik lys-
ing telst vera pridja stigs bygging proteins. Vinstri eining-
in er einungis teiknud sem skematisk lysing & ferli megin-
stofns peptidkedjunnar gegnum sameindina, og synir hin
vel deilingu kedjunnar i annars stigs myndform. Hver ein-
stok amino6syrurdd telst fyrsta stigs bygging hvers proteins.
Hvarfstddvarnar tveer eru i laut ad ofanverdu, u.p.b. par sem
tveer Orvar sjast krossast i vinstri einingunni.

6. Stddugleiki proteina samsvarar
adlégunarhitastigi

Almennt breytist hreyfigeta préteinsameinda og
heildarstodugleiki i takt. Astaedan er sd, ad protein eru
& morkum pess ad halda myndbyggingu sinni réttri.
Munur & orku afmyndada formsins (par sem kedjan
danglar um sviplaus i lausn) og svipmotada astands-
ins samsvarar einungis 6rfaum veikum tengjum, pott
pusundir slikra tengja finnist i sérhverju fullbyggdu
préteini. Hér er &tt vid krafta sem mynda 6samgild
tengi milli atbma, ymist samdréatt gagnsteedra jona-
hledslna, vetnistengi, eda van der Waals samlodunar-
krafta. petta losaralega samband er naudsynleg for-
senda fyrir virkni ensima [13] og pvi er pessu astandi
vidhaldid. bar sem aukinn hiti mun tid prysta &
afmyndun proteins, kemur ekki & dvart ad meldur
heildarstodugleiki préteins fylgir hitastigi hysilsins
eins og mynd 3 synir demi um [10, 14].

pad verour ljost at fra pvi sem & undan er sagt um
pann litla mun sem er i frjalsorku svipmétads proteins
samanborid vid frjdlsorku sviplausa astands sama
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Mynd 3.  Sterk samsvorun er milli heildarstodug-
leika proteina og adlégunarhitastigs. Prétein Ur augasteini
(crystallin) var einangrad Gr ymsum hryggdyrum og pad
hitastig sem dugdi til ad valda tapi & byggingu i helm-
ingi sameindanna eftir 10 mindtur &kvardad i hverju til-
felli (50%). Samanburdur er svo gerdur vid hasta hita-
stigido sem hysillinn upplifir. Sem deemi mé nefna fisk fr&
Sudurheimskautinu (punktur 1), tvo djdpsjavarfiska (punkt-
ar 2 og 3), regnbogasilung (punktur 4), tvo froska (punktar
6 og 8), rottu (punktur 10), og hitabeltisedlu (punktur 12).
Upprunid fra [14].

proteins, ad stéougleiki er undir mjog stifum valpryst-
ingi medan & prounaradlogun stendur vid tiltekid hita-
stig. Malingar med hringskautudu ljosi (e. circular
dichroism) hafa synt ad annars stigs bygging skyldra
préteinanna er vel vardveitt. pad eru pvi einkum pau
veiku tengsl sem skapast vid motun pridja stigs og
fjorda stig myndbyggingar préteina, sem rada stédug-
leikanum. P4 er att vid ad med vali & amindsyrum med
tilteknar gerdir hlidarhopa & einstokum stédum, méa
styra heildarstédugleikanum og einnig stédugleika til-
tekinna smasveeda i proteininu. Hid sidarnefnda reyn-
ist mun natengdara umraedu um grundvoll hitastigs-
adlogunar & virkni ensima [13]. Stadbundin losun &
samlodun milli atébmklasa i ensimum getur leitt til
aukinnar hvoétunarvirkni, an pess ad heildarstodug-
leiki ensimins purfi ad breytist & afgerandi hatt [11].
Tilraunir med stokkbreytingar & nattGrulegum ensim-
um hafa stadfest ad mogulegt er ad auka stdédugleika
ensims og hvétunarvirknina samstiga [15], p6 nattar-
an hafi ekki séd porf & sliku vid kuldadlogun.

7. Vatnslaushir og vatnsfzlni

Eiginleikar peirra storsameinda og smasameinda sem
finnast i lifverum hafa valist vegna peirra ahrifa
sem vatn hefur a leysanleika peirra og hvarfgirni.
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Mismunandi leysanleiki peirra 20 6liku amindsyra,
sem nyttar eru vid smidi proteina, akvardar svip-
motun, stddugleika, og stadsetningu proteina innan
frumna. An vatns hefur aminésyrufjollida enga til-
hneigingu til ad pjappast i pétta og starfsheefa bygg-
ingu [16]. I vatni leita fitusaeknar (vatnsfaelnar) hlidar-
kedjur & amindsyrunum saman inn ad midju proteins-
ins, en skautadar og hladnar hlidarkedjur (vatnssaekn-
ar) una sér vel 4 yfirbordinu i snertingu vid vatnssam-
eindir og setjast pvi gjarnan par. Vatnsfeelin sveadi
sem finnast & yfirbordi proteina leitast vio ad sam-
einast, en par reedur varmafraedi sem tengist ad stor-
um hluta vatninu sjalfu. Vatnssameindir sem liggja
ad oskautudum fleti neydast ella til a8 mynda reglu-
bundna skel par sem hreyfingar peirra ,,frjosa“. petta
felur i sér dhagsteeda minnkun i éreidu (e. entropy)
og reynt er ad losa vatnid Gr pessum vidjum med
pvi ad minnka heildarflatarmal 6skautadra snertiflata.
Vatnsfalni er pvi sterkur og almennur drifkraftur ym-
issa ferla og atburda lifandi kerfa. Peptidstofninn,
par sem peptidtengin sjalf liggja saman runutengd i
kedju, er einnig vatnssakinn. | hnattlaga préteinum er
um helmingur peptidtengjanna i snertingu vid vatnid
umhverfis. Asokn peptidtengja og hinna ymsu hlis-
arhépa & aminosyrunum til ad snerta vatnslausnina,
eda grafast inn i vatnsfeelna midju préteina, er einnig
mjog h&d 6drum upplausnarefnum i vatninu. Einstakir
hopar atéma i stérsameindum upplifa flottaporf fra
vatnslausninni af tveimur orsékum. Annars vegar er
vatnsfeelnin (e. hydrophobic interactions) [17], sem er
vegna snertingar 6skautadra hépa vid vatnssameind-
ir. Hins vegar upplausnarefnisfelni (e. osmophobia),
sem stafar af tilvist og gerd uppleystra efna af tiltek-
inni gerd i vatninu [18].

8. Hitastig og stodugleiki proéteina

Likan sem nar ad lysa stéougleika margra prétein-
ina gerir rad fyrir adeins tveimur langlifum asténd-
um. Annad er fullkomlega sviplaust astand en hitt
fullkomlega svipmotud peptidkedjan. Rikir jafnveeg-
isastand par & milli. Millistig eru ekki einangranleg,
pvi ferlid i baoar attir er samvirkt (e. cooperative).
pad pydir ad ef afmyndun fer af stad 4 annad bord, fer
han alla leid. Og 6fugt. Gibbs-Helmholtz jafna lys-
ir sambandi hitastigs og virkjunarfrjalsorku afmynd-
unar (AG,; u = unfolding). Hun teiknast sem para-
bola eins og synt er a mynd 4, [19-21]. Hallatalan
er ddA—TG = —AS og synir ferillinn ad hamarks-
stodugleikinn (AGqz) er vid hitastigid T,,., beg-
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Mynd 4. Samband hitastigs og frjalsorkubreytingar sam-
kvaemt Gibbs—Helmholtz jofnu. battir sem kom vid ségu
i henni eru: AG = AH® — TAS® + AC,[T —T° —
Tln(%)], par sem T° er vidmidunarhitastig (oftast 77,
hitastigio sem veldur 50% afmyndun) og AH° dsamt AS°
stadgildi vid pad hitastig. AC, er munurinn i varmarymd
lausnar med afmyndudum kedjum og rétt svipmétudum
kedjum. Myndin skyrir prjd moéguleika ensims til adlégunar
ad heerra hitastig midad vid midlungshitakeert protein (ferill
M). (1) stédugleiki hitakeera proteinsins eykst yfir allt hita-
stigssvidid; (2) Samband AG,, og hitastigs gefur sama feril
og i M, en Tyq. hlidrast til haerra hitastigs, og (3) AG,, er
minna had breytingum i hitastigi og ferillinn verdur pvi flat-
ari kringum T4, 0g Neer heerra. Pannig verdur afmyndun
ofar og nedar & kvardanum (AG = 0). Upprunid fra [21].

ar AS = 0. Sidan minnkar stodugleikinn vid hita-
stigin badum megin vid T}, 0g fer tvivegis gegnum
AG = 01 att ad afmyndun (pegar AG,, verdur nei-
kveett gildi). Protein verda pvi ekki einungis fyrir af-
myndun af ofhitun, heldur afmyndast pau einnig vid
ofkelingu. Tilraunir stydja pessa nidurstddu, en vandi
er ad finna ensimkerfi par sem afmyndun er fullkom-
lega afturkreef (e. reversible). Hitun hefur pvi midur
oft par afleidingar ad afmyndudu kedjurnar kekkjast
og eiga pannig ekki afturkveemt i upprunalegt svip-
mot. I fyrstu tilraunum var um samanburd & hitakeer-
um og midlungshitakerum ensimum ad reda [22], en
sidar hefur baest vio deemi um samanburd & kuldakeru
og midlungshitakeru ensimi [23]. brjar leidir bjéo-
ast fyrir ensim til adlogunar ad mjég hadum hita
samanborid vid midlungshitakeert ensim (merkt M &
mynd 4). Ferilinn metti teygja almennt yfir vidara
svid (ferill 1), pad meetti hlidra T, ,,, hdmarki ferilsins
ad heerra hitastigi (ferill 2), eda fletja ferilinn Gt (ferill
3). I 6llum tilfellum feerist afmyndunarhitastigid (T,
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Mynd 5. Samband likamshita og hradafastans kcq:

fyrir laktatdehydrogenasa Gr mismunandi hryggdyrum.
Tegundirnar eru: fjorar tegundir fiska fra Sudurheimskauts-
landi (1-4), tveer fisktegundir fra Sudur-Ameriku (5-6); fisk-
ar Ur temprada beltinu (7-10), fiskar Gr heittemprada eda
hitabeltinu (11-13), nautpeningur (15), heensnfuglar (16-17)
og iguana (greenedla) ur eydimork (18). Myndin er upprunin
fra [25].

par sem AG = 0) ofar. Mismunandi &hrif & grunn-
peetti Gibbs jofnunnar (AH, og AS,) liggja ad baki
pessum mdguleikum [20, 21]. T hitakeerum ensimum
koma lausnir 1 og 3 fram i pvi takmarkada gagnasafni
sem til er [8]. Fyrir kuldavirka ensimid alfa-amylasi
Ur Alteromonas haloplanktis meeldist leekkun i T,,, og
AH, samanborid vid ensim 0r midlungshitakarum
og hitakerum 6rverum, og par med lekkun i AG,.
Ferill 1 reyndist pvi virka i pessu ensimi, en audvit-
ad & gagnstaedan hatt midad vid ahrif & hitaker ensim
(AG,, minnkadi yfir allt hitasvidid). Asteda kulda-
afmyndunar er veentanlega minnkun i vatnsfelnum
hrifum, sem gagnstett vid hledslusamdratt, styrkjast
med auknum varma en veikjast vid kealingu. Vid hatt
hitastig hefur aukin entrpiubreyting vatnsfeelninnar
pvi meira vagi sem samlodunarkraftur en hagsteed-
ar enthalpiubreytingar vid myndun joniskra tengja.
Vatnsfalin hrif eru reyndar almennt adaldrifkraftur
réttrar myndbyggingar préteina [24].

9. Breytileiki i hragafostum milli tegunda
lifvera

Ensimhvotud hvérf lata Michaelis-Menten jofnu,
hradajofnu fyrir hvarf vid mettandi adstedur sem
tengir hvarfhradann og hvarfefnistyrkinn gegnum tvo
fasta. Fyrri melikvardinn sem notadur er til ad lysa
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hvotunarmeetti ensims er studullinn k., sem er
hradafasti fyrir umbreytingu hvarfefnis i myndefni i
einni hvarfstd, pegar ensimid vinnur vid mettandi
styrk hvarfefna. Fastinn mealir pvi haegasta skref-
i0 i hvarfferlinum. Enda p6tt ensim vinni sjaldnast
vid mettandi adstedur i frumum, er nytsamlegt ad
hafa melikvarda a fraedilegan hdmarkshrada peirra
vid bestu adstedur. Mynd 5 synir samband medal-
likamshitastigs allmarga lifvera (fra -1,86 til 42°C) og
fastans k.o; fyrir ensimid laktatdehydrogenasa [25].
Ensimvirknin var meld i 6llum tilfellum vid eitt hita-
stig (0°C) til ad fa fram beinan samanburd. Stor hita-
stigshadur munur kemur fram i k., gildum, pratt
fyrir ad ,,vélbanadur* hvarfstddvanna sé ndkvem-
lega eins. Laktatdehydrogenasi Gr adurnefndum fisk-
um fr& Sudurheimskautslandi (Nototheniae) hefur t.d.
4-5 falt sterra k.q; gildi en sama ensim 0r bléo-
heitum dyrum. Pessi munur kemur einnig fram inn-
an fiskafjolskyldunnar, og er pvi ekki vegna mis-
munandi préunarleida innan legri og harri hrygg-
dyrahdpa. Samband milli adlégunarhitastigs og kcq:
finnst i 6llu préunartrénu. Sem daemi eru ensim 0r of-
urhitakeerum (e. hyperthermophilic) érverum nanast
ovirk pegar virknin er meld vid hitastig par sem sam-
beerileg ensim ylkarra (e. mesophilic) drvera er full-
virk [20, 26]. A Raunvisindastofnun Haskolans hafa
hradafastar verid meldir i gegnum tidina fyrir all-
morg ensim Gr meltingarfeerum porsks [1, 27-31], auk
ensima Ur kaldsjavarérverum [3, 4]. bar hafa greini-
lega komid i 1jés pau megineinkenni ad hvétunarfast-
inn (k.q¢) er ao jafnadi 2-5 falt steerri en i sambeerileg-
um ensimum lifvera, sem bua vid prjétiu grada heerra
hitastig. Seinni melikvardinn sem notadur er til ad
lysa hvétunareiginleikum ensims er K s, Groft séd
ma setja jafnadarmerki milli K s og K, par sem K
er jafnvaegisfastinn fyrir tengsl hvarfefnis og ensims.
Ky meelir pvi sekni ensims i hvarfefnid. Hatt tolu-
gildi Ky merkir laga saekni. Heildar-hvétunargetan,
sem er skilgreind sem keq¢/ K s, er pvi yfirleitt 2-3
falt heerri fyrir kuldaadlégudu ensimin, pegar beinn
samanburdur eru gerdur med malingum vid 25°C.
Hvotunargetan er besti melikvardinn & afkastagetu
ensima vid adstaedur par sem hvarfstyrkurinn er langt
fyrir nedan mettunarmdérk. pannig eru raunverulegar
starfsadsteedur flestra ensima. Tilraunir hafa synt ad
Ky steekkar fyrir hvert einstakt ensim, med hakk-
andi hitastigi. bad er fyllilega i samreemi vid pad sem
&dur var sagt um ahrif hitastigs & sveiflur i byggingu
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préteina. bad er einnig eftirtektarvert, ad K, gild-
in eru mjog vel vardveitt pegar K, gildi tiltekinn-
ar ensimfjolskyldu eru akvordud vid likamshitastig
hysilsins i hverju tilfelli. Pad er pvi ljost ad lifverur
reyna allar ad vidhalda sama tiltekna K'»s seeknigild-
inu fyrir sérhvert hvarf, pratt fyrir paer hitastigbreyt-
ingar sem ordio hafa i timans ras i umhverfi peirra.
pad er vissulega skiljanlegt i ljosi pess, ad styrkur
hinna ymsu hvarfefna og hjélparefna i frumunum hef-
ur haldist hinn sami i préunarségunni (en hefdi ella
purft ad breytast stérlega). Pessi munur i K s skyrist
Ut fra mismunandi getu til innri hreyfanleika med-
al ensimafbrigdanna, frekar en breytingum i virkum
aminésyrum hvarfstddvarinnar. Heerra hitastig fjolgar
peim &stdndum sem peptidkedja ensims getur sveifl-
ast & milli og par af leidir ao fleiri stellingar skapast
sem ekki tengja hvarfefnid vel.

Af peirri stadreynd ad i safni ensima eru sameind-
irnar med dreifd i byggingu sinni leidir, ad virknin
®tti ekki ad vera ndkvaemlega eins fyrir hverja ein-
staka sameind. Svo reynist vera. par sem malingum
hefur verid vid komid, m.a. fyrir alkaliskan fosfatasa,
kemur i 1jés mismunur i hvarfgetu milli ensimsam-
einda innan safns virkra ensimsameinda [32]. Benda
ma & smayfirlit eftir undirritadan um pad efni [33].

10. Byggingarlegar asteedur kuldavirkni

Adldgun préteina ad kulda verdur med markvissu
vali & amin6syrum [34-36]. Hinn aukni sveigjanleiki,
sem er naudsynlegur svo kuldaadlogud protein vinni
vel vid lagt hitastig, er fenginn med vali amindsyra,
sem er ad ymsu leyti andstaett peim breytingum sem
hitakeer protein verda fyrir. Kuldaadldgun felur i sér
hlutfallslega minnkun i umfangi og yfirbordi vatns-
faelinna amindsyra hid innra, og par med faeekkun van
der Waals samlodunarkrafta. Einnig feekkar jonapor-
um almennt. A yfirbordi kuldavirkra préteina greinist
aukning i skautun og hledslum. Jafnframt er greinileg
tilhneyging ad sérteeku vali. Plashl6dnum hlidarhop-
um arginins feekkar medan plashlédnum lysinhlidar-
hopum fjélgar og sémuleidis feekkar minushléonum
glatamiksyrum medan minushlédnum asparginihlio-
arhépum fjdlgar. Vatnsfelnum hlidarhopum alanins
fjdlgar einnig & yfirbordi [35]. Skyringa er enn vant
um astedur pessara skipta. Audveldara er ad skilja
fjolgun glysina & virkum og hreyfanlegum sveedum,
sem virdist einkenna 61l kuldavirk ensim (meira sio-
ar). Auk pess ma greina faekkun i fjélda prélinhlio-
arhdpa, einkum i lykkjum sem tengjast inn & hreyf-
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anlega annars stigs byggingarhluta proteinsins. Prolin
heftir mjog hreyfigetu i naesta nagrenni [1, 8, 25,
34, 37]. Loks ma oft merkja ad lykkjur kuldavirkra
ensima verdi lengri og dskipulegri, sem eykur sam-
skipti préteinsins vid leysinn, og losar pannig um
innri bygginguna um leid og yfirbordio leitast vid ad
steekka [38]. Vert er ad nefna ad hvert prétein vel-
ur sér sina tilteknu leid vid kuldaadlégun eda hita-
adlogun [20, 36]. Vetniskiptatilraunir (e. hydrogen
exchange) syndu, ad innri tengjastyrking i hitakeru
ensimi var alls ekki stadbundin, heldur dreifd um alla
byggingu préteinsins. bannig sést, ad pott auka megi
stodugleika ensims med pvi ad hafa stadbundin skipti
& einni amindsyru, mun préun ad bestu eiginleikum
hugsanlega styra pvi pannig, ad stodugleikanum sé
n&d med dreifdum en smagerdum avinningi & hverjum
stad [39, 40]. Pad myndi minnka vidkvemni gagnvart
nattarulegum stokkbreytingum.

11. Trypsin sem likan fyrir kuldavirkni

Ensimio trypsin hefur oroid mjog Utbreitt likan fyr-
ir kuldavirkni [2]. bessi meltingarpréteinasi er i
miklu magni i meltingarferum hryggdyra, og pvi
er audvelt ad ndlgast ensimid. Fjolskylda serin-
préteinasa er mjog stor og morg ensimanna patt-
takendur i ferlum sem lyfjafyrirteeki og annar idn-
adur hafa dhuga 4. Auk pess voru trypsin og adrir
serinproteinasar snemma teknir til kristallagreining-
ar, og prividdarbygging ensimanna lengi verid pekkt.
Margar stokkbreytingar hafa verid gerdar a pessum
ensimum med pad ad markmidi ad auka skilning
& starfsemi peirra. Kuldavirkni vard snemma einn
peirra patta sem athyglin beindist ad, og vard tryps-
in ar ymsum fiskum i brennidepli pessara rannsékna.
Nefna ma trypsin Ur sudurheimskautsfiski [41],
Grenlandsporski [42], Atlantshafsporski[1], regn-
bogasilungi [43], og Atlantshafslaxi [44]. Stort skref
var stigid pegar fyrsta kristallamyndin var leyst fyrir
kuldavirkt trypsin Ur Atlantshafslaxi [44] og nylega
var ensim Ur silungi prividdargreint [45]. Jafnframt
hafa farid fram itarlegar rannséknir & innri mun &
aminésyrurédum [37], prividdarbyggingu [38], og
hefileika til kvikra hreyfinga [46]. Eins og oft vill
verda, ma segja ad nidurstédurnar hafi valdio dalitl-
um vonbrigdum, pvi séreinkenni kuldavirku ensim-
anna koma ekki fram einfold og skyr. Samanburdur
27 afbrigda trypsina syndi ad u.p.b. 50 amindsyrur eru
oObreytanlegar af u.p.b. 245 alls. Megineinkennin sem
kuldavirku afbrigdin h6fdu sameiginleg voru pau, ad
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innvortis péttni i pokkun atéma og steerd vatnsfelinna
hopa minnkadi, og einnig fakkadi proélin hlidarhdp-
um. Breytileiki greindist auk pess i auknum hledslum
a yfirboroi og sveigjanleika lykkjusveeda sem liggja Ut
fr& hvarfstodinni. Mismunandi stellingar atéma i til-
tekinni lykkju sem kallast ,,sjalfmeltulykkjan® grein-
ast i porskatrypsininu med hlidsjon af nautatrypsini.
Huan tekur 6beinan pétt i tengingu hvarfefna og veldur
pvi ad adgengi inn i hvarfstddina er opnara i kulda-
virka ensiminu [45]. C-endinn & trypsini er métadur i
alfa-helix, sem tengir saman tvo klasa ensimsins yfir
tengigja sem hysir hvarfstédina. Vetnistengjum milli
klasanna tveggja hafdi faekkad og einnig vetnistengj-
um innan hvarfstodvarinnar. Stédugleiki og stifleiki
pessa C-helixs er minni i kuldavirkum afbrigdum,
og vidlodun hans vid kjarna ensimsins minni. petta
geeti radid miklu um frjalsari hreyfingar i sameindun-
um [38, 46, 47]. Arfberar trypsina eru i nokkrum (t-
gafum i hryggdyrum og hafa a.m.k. prju porskatryps-
in verid einangrud og meld [4]. Adrir fiskar og spen-
dyr hafa einnig morg iséensim, og enn 6nnur tryps-
in leynast greinilega i erféamengi porsksins [48, 49].
Sum pessara ensima virdast vera sérhafdir bandvefs-
kljufar (kollagenasar), sem er mjég ahugavert med
iGnadarnot i huga [50].

12. Lokaord

I pessu stutta yfirliti hefur ekki verid hagt ad greina
i sméatridum fra 6llum peim tilraunum, sem gerd-
ar hafa verid til ad afhjupa einstakar lykilbreyting-
ar i aminosyruréo ensima, og leitt geta til aukinn-
ar hvotunarvirkni peirra. Ut fra préunarfreedilegum
vangaveltum verdur ljost ad stokkbreyting i einu kirni
i DNA, og par med ein amindsyruskipti, &ttu ad
n&gja til ad kalla fram breytingar & virkni ensims
vid hitastigsadlogun. Ef fleiri breytinga veeri kraf-
ist samtimis minnkudu likurnar fyrir slikum atburd-
um verulega. Vid kuldaadlégun er amindsyran glysin
oft 1 lykilhlutverki. Hlidarhopur hennar er adeins eitt
vetnisatom, sem gefur narliggjandi svaedi fjolpeptid-
kedjunnar badi rymi og sveigjanleika. Nyleg demi
syna ad stokkbreytingar & glysin & vidkveemum stad
i ensimi getur haft ahrif & k.., Ky, eda a hina
réttu svipmotunarleid og par med haft ahrif & stoo-
ugleika [51, 52]. Tekist hefur ad umbreyta hita-
polnu ensimi i kuldavirkt med pessum hetti. bréun
ensimsins xyldsaisomerasa for fram i tilraunaglasi
(e. directed evolution), par sem leitast var vid ad na
fram kuldavirkum eiginleikum inn i hitakaert afbrigoi
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ensimsins Ur drverunni Thermus thermophilus [52].
I kuldavirkum afbrigdum fannst alltaf sama stokk-
breytingin, glatamiksyru var skipt Gt fyrir glysin.
Eftirtektarvert var ad allar breytingarnar voru a yf-
irbordi sameindarinnar, fjarri hvarfstodinni, og ad
pessi eina breyting negdi til ad valda fimmfoldun i
keqt gildi hvarfsins. Fastinn K, steekkadi lika, sem
bar pess vitni ad aukinn hreyfanleiki veeri ordinn i
hvarfstodinni [52]. Somu varmafradilegu kraftar rikja
0g styra svipmétun préteina yfir allt hitastigsbilid sem
lif getur prifist & Med pvi ad finstilla pessi ahrif med
breytingum i amindsyrurodum proteina hafa sému
ensimhvotudu ferlin haldist i edli sin ébreytt i 6llu
lifrikinu. prétt fyrir pad, og reyndar pess vegna, hef-
ur lifverum gefist timi og verid gert kleift ad finna
sér blsveedi a hitastigsbili sem nemur 115°C, allt fra
ofurkeeldum sjo vid Sudurheimskautslandid ad lifi a
ofurheitum hverasvaedum hafsbotns og lands. Hversu
mikil parf breyting & hitastigi ad verda til ad knyja
fram adlégun i lifverunni? Umraeda af pessum toga er
videigandi nu & timum hakkandi hitastigs & jordinni.
pegar eru visbendingar um ad dreifing lifvera hafi
breyst i kjolfar hitastigsbreytinga & sidustu aratug-
um [53]. Blast ma vid ad viobrogd lifvera vid breyt-
ingum 4 hitastigi vistkerfisins verdi blanda af beinum
ahrifum hitastigs & proteinin i henni og hafni peirra
til ad flytja sig um set til hentugra hitastigs. Ovissa
getur pvi rikt um asteedur flutnings lifvera milli mis-
heitra blsveeda. b6 er vitad ad hitastigsmunur upp a
faeinar gradur negir i sumum tilfellum til ad hvetja
til adlégunarvidbragda i amindsyrurdd proéteina [9].
Samanburdur & stadsetningu einstakra aminésyra og
tengslum peirra vid umhverfid gefur tilefni til ad atla
ad munur milli ensima olikra hitastigsheima sé dreifd-
ur vida um byggingu peirra, og pvi oft pad fingerdur
ad hann verdur nasta 6ljos med samanburdi & peim
kyrrmyndum sem bjédast. Sem daemi hafa télvureikn-
ingar (e. molecular dynamics simulations) synt ad
trypsin laxfiska virdist ekkert sveigjanlegra eda hreyf-
anlegra i heildina séd i samanburdi vid trypsin naut-
penings [46]. Ef hvarfstédin er greind sérstaklega
kemur i 1jos, ad hun er bjaganlegri og atti ad bj6da
upp & meiri og orari hreyfanleika. Pad myndi greini-
lega na&gja til ad lekka orkuporf vid tengingu hvarf-
efnis og eftirfarandi hvétun. Eitt meginatridi sem tal-
i0 er styra vali & amindsyrum i préteini til langs tima,
auk ahrifa & virkni og stédugleika, er pad hversu aud-
veldlega préteininu tekst ad svipmdtast med skilvirk-
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um heetti, p.e. fléttast Gr langri kedju amindsyra i ad-
eins eitt tiltekid prividdarastand. bott hagsteed varma-
freedileg breyting purfi ad vera til stadar a priori sem
adaldrifkraftur svipmétunarferlisins, naegir pad ekki.
Auk pess verdur ad vera til hréd svipmétunarleid (kin-
etiskt faer leid), sem ekki felur i sér langar tafir par sem
kedjan ,.festist* i flektu formi millistiga, sem e.t.v. eru
~ongstreeti* Gt fra réttri sl6d. Ymis hjalparprotein eru
til stadar i frumum til ad stydja petta ferli, en grunn-
getan parf ad vera til stadar i préteininu sjalfu, folgin
i aminosyrurdo pess.

Notagildi ensima i ionadi hefur oft verid rakid i
reedu og riti [55-57]. Megineiginleiki slikra ensima
&tti ad vera hé hvétunargeta vid midlungshéan hita.
Sa eiginleiki einkennir kuldaadlégud ensim umfram
hitapolin ensim. A sidustu arum hefur jafnframt ordid
ljost, ad pad er mogulegt ad auka stodugleika kulda-
virkra ensima mjog mikio umfram nattGrulegan st6o-
ugleika, an pess ad pad komi nidur & virkni peirra.
pad krefst pd pess ad fyrir sé skilningur & innstu gerd
ensimanna, sem einungis verour aflad med grunn-
rannsoknum. Oskandi er ad vidleitni okkar til ad vita
meira um pessi sérhafdu ensim muni styrkjast i na-
inni framtid med efldum rannséknum & islenskum
stofnunum. pad er ad lokum &hugavert ad ihuga hvort
kuldavirk ensim séu nalaegt uppruna lifs eda hafi purft
ad prodast lengst fra peim lifverum sem e.t.v. urdu
fyrstar til i heitum nedansjavarhverum. Enn eru ekki
allir sammala um liklegt umhverfi vid myndun lifvera
i &rdaga, ef pvi er trdad ad uppruni peirra sé yfirleitt &
pessum hnetti. Pétt settartré lifsins virdist eiga sér reet-
ur i hitapolnum fornérverum (Archea), segir pad ekki
alla séguna, pvi pad tekur ekki til Utdaudra tegunda.
Ef tekid er mio af mikilvaegi veikra krafta vid ad mota
byggingu og samskipti sameinda, er liklegra ad fyrstu
lifverurnar hafi dafnad vid lagt hitastig [54]. Pad ger-
ir kuldavirk ensim formeedur allra annarra ensima, og
pvi ahugaverd viomidunarensim rannsokna.

pakkir Rannsoknir okkar hafa verid styrktar fé ur
Rannsoknarsjodi Haskola Islands og Visindasjodi Rann-
soknarmidstddvar Islands (RANNIS), auk framlags fra
Haskola Islands.

Summary Cold-adapted organisms live in all the most
extreme locations on earth, both in the oceans and on
dry land. Enzymes from such organisms have evolved
through the millennia to create sufficient metabolic rates for
the maintenance of life. Compared with their counterparts
from warm temperature organisms, including thermophilic
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bacteria, the catalytic efficiency of cold-active enzymes
is generally 2-5 times higher when measured at a suita-
ble common temperature. The basic structural difference is
believed to entail a reduction in the number and strength
of weak, non-covalent interactions that maintain the three-
dimensional structure of all proteins. Also, the selection of
specific amino acids, such as glycines in favour of prol-
ines, creates structures with higher inherent flexibility that
allows more dynamic movement at low temperatures. The
vibrant interchange of similar conformations is an absolute
necessity in directing reactants a facile route to products.
At the same time these enzymes are not as heat-tolerant
as enzymes adapted to higher temperature. This review
summarizes these concepts with reference to research do-
ne at the University of Iceland and elsewhere.
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