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Ágrip – Kuldaþolnarlífverur hafa náð að dreifa sér um �est búsvæðiá jörðinni. Þær�nnast í ríkum
mælivið ystu landfræðilegu mörk lífs, svo semá efstufjallstoppum,í dýpstuhafdjúpumog á heimskauta-
svæðunum.Ensímþessaralífverahafa þróastgegnumtíðina til að takastá við þessiöfgafullu lífsskilyrði.
Hvötunargetakuldavirkra ensímaer gjarna2–5 falt meiri við staðalhitastigí samanburði við ensímblóð-
heitralífvera,enhitastöðugleikiþeirraer aftur á móti minni. Samloðunarkraftarnirsemviðhaldaþrívídd-
arbyggingupróteinaerumjög veikir, en jafnframtafar margir í hverri sameind.Þessirkraftar togastá við
hitastigsháðarvarmahrey�ngar atómklasaum að viðhaldaréttu svipmóti hvers próteins.Hvötunarvirkni
ensímaer háðþessuminnri hrey�ngum. Ef ensímer kæltnægilegamikið, hættirþaðaðstarfa, því hreyf-
ingar þessstöðvast. Í kuldavirkum ensímumer samloðunarkröftumfækkaðmeð sérvali á amínósýrum,
semgerir þeimkleift aðgangagegnumhvikular hrey�ngar við mjög lág hitastig.Hér er fjallað nánarum
grundvöllkuldaaðlögunarmeðtilvísun í rannsóknirvið HáskólaÍslandsog víðar.

1. Inngangur

Ýmsar forvitnilegar spurningartengjastrannsóknum
á hitastigsaðlögunlífvera. Leitað er m.a. svara við
því hvert sékjörhitastigtiltekins dýrs,plöntu,eðaör-
veru, og ekki síst,hversvegna.Einnig þykir áhuga-
vert að vita hvaðalágmarksbreyting í hitastigi mun
til langstímahrindaaf staðaðlögunarferlumí lífver-
unni, og hversunálægtþolmörkumí hita núlifandi
lífverur búa á hverjum stað.Eina leiðin til að �nna
svörin við þessumspurningumer samanburðursam-
stofna(e.homologous)lífverasemhafaaðlagastólíku
hitastigi. Við slíka skoðunverður �jótle ga nauðsyn-
legt að leita dýpra, þ.e. freista þessað tengjaáhrif
hitastigsá mismunandiefnisþættií samsetningulíf-
verunnnar. Framfarir síðustuáratugahafam.a.byggst
á tilraunastofuvinnumeðeinangraðarsameindir, þar
semmögulegt eraðgeramarkvissarstökkbreytingarí
tilteknumarfbera,ogkomastþannigaðhlutverki ein-
stakraþátttakendaí þeim sameindadansisemnauð-
synlegurer. Þettaáeinkumvið umsambandbygging-
ar og virkni í ensímumog öðrum próteinum.Sama
hugmyndliggur að baki rannsóknumsemfela í sér
samanburð á náttúrulegum afbrigðumsamapróteins
úrólíkumlífverum.Súnálgunhefurþannkostaðnátt-

úran hefur þegar gert stökkbreytingartilrauninameð
sannanlegum árangrihvað varðarbreytingar á mæl-
anlegumeiginleikumpróteinsins.Ókosturer að jafn-
framt hafa safnastupp ýmsar breytingar í amínó-
sýruröðpróteinasemeruþöglarhvaðvarðarþanntil-
teknaeiginleikasemer til athugunar. Þaðgeturver-
ið afar er�tt að grisja þærburt úr stóru safni breyt-
inga.Báðarleiðirnarhafa verið farnarvið rannsóknir
ákuldavirkum ensímumsemm.a.hafaveriðstundað-
ar á RaunvísindastofnunHáskólansum alllangtskeið
[1–8]. Við munumkomaaðþeimsíðarí þessarigrein
þarsemvið á.Fyrsterviðeigandiaðræðaumaðlögun
aðhitastigiá almennarinótumsvo lesandanumge�st
tækifæritil aðáttasigáheildarmyndslíkrarannsókna.

2. Aðlögun lífvera aðmisheitu umhver�
Að því gefnuaðtíminn geti aðlagaðlífveruaðbreyt-
ingum á aðstæðum(með„þróun“), þarf í hverju til-
felli aðskoðaþááskorunsemlífveranstendurframmi
fyrir. Sérhverjar aðstæðurkalla á sértækaaðlögun
í byggingustórsameindaog efnahvörfumlífverunn-
ar svo lífsglíman vinnist, hvort sem lífveran li�r í
vatni eða á landi, í háum saltstyrk, í miklum hita,
eðaí miklum kulda o.s.frv. Álagið semlífveraverð-
ur fyrir frá umhver� sínu er aðallega af tvennum
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toga.Í fyrsta lagi eru grunnefnin(t.d. ensím,burðar-
prótein,kjarnsýrur, �tuefni og frumuhimnur)ogsam-
skiptin milli þeirranæmfyrir ýmsumumhver�sþátt-
um. Þar má nefnahitastig, þrýsting, geislun,návist
vatns,súrefnisstakeindirogstyrkuppleystraefna.Það
�ækir málið ennfremurað próteinverðaað viðhalda
réttu starfsástandiþar semtogastá viðkvæmt jafn-
vægimilli sameindameðrétt svipmótog þeirrasem
�osna upptímabundið.Þaðþarf lítið til að færajafn-
vægisstöðunafrá fyrrnefndaástandinusemgerir líf-
ker�n berskjölduðgagnvarteðlis-og efnabreytingum
í umhver�nu ogverðurvikið nánaraðþví síðar. Hinn
þátturaðlögunarsnýraðfrumunnisemheildogþeirri
grundvallarkröfuaðhúnráði við nægilegaorkufram-
leiðslu (ATP og NADH), en á því byggir allt ann-
að [9]. Aðlögun þarf þannigað tryggja þol gagnvart
áhrifum umhver�sþátta á hraðaefnaskiptaalmennt.
Þargegnaensíminlykilhlutverki.

3. Áhrif hitastigsá lífverur
Einn mælikvarði á áhrif hitastigs á lífverur er sú
staðreynd að engin tegund getur þolað allan hita-
stigsskalanní lífheiminum, frá -80

�

C á hæstufjöll-
um og á pólunum,til vel y�r 100

�

C í hverumí sjó
og á landi.Með þróunarvali hefurhver tegundhaslað
sérvöll innanhitastigssviðssemley�r henniaðvirka
vel, en utanþesssviðsvirkar hún illa eðadrepst.Ef
innri hiti lífveruþarf aðaðlagasthitastigiumhver�s-
ins,hvort semþaðerloft eðavatn,kallastlífveranum-
hver�sheit (e. ectothermic).Á þurru landi getaslíkar
lífverur, einsogskriðdýreðaskordýr, þóhaft líkams-
hita semer töluvert frábrugðinnlofthitanum,vegna
hegðunarmynsturssemskaparvarma.Auk spendýra
og fugla eruaðeinsmjög fá skordýr semnáaðhalda
jöfnum líkamshita(e. homeothermic)meðsamstilll-
inguinnri hitamyndunarogstýringuáhitaskiptumvið
umhver�ð. Flestlanddýrerusemnæstumhver�sheit.
Slík dýr eruoft jafnframtmeðbreytileganlíkamshita
(e. poikilothermic) háðanumhver�shitastigi. Sama
gildir augljóslegaumplönturogörverur. Tegundirlíf-
vera eru afar mismunandihvað viðkemur því hita-
stigssviðisemþauþola,og því hitastigisemþaubúa
við að öllu jöfnu. Fiskarvið Suðurheimskautslandið
(Notothenioidei) lif a á mjög þrönguhitastigsbili (e.
stenothermic)frá -1,86

�

C til 2
�

C, endrepastvið 4
�

C.
Tíu til tuttugamilljón áraþróunarsagaí umhver� sem
ernánastísbaðhefurleitt til missisáaðlögunarhæfni,
semjafnvel langvarandiaðlögungeturekki snúið til
baka.Önnur sjávardýr, t.d. dýr í �æðarmálinu,sem

eru á ka� eða á þurru á víxl, geta þurft að þola
mikinn hitastigsmunupp á 20–30

�

C á hverjum sól-
arhring (e. eurythermic).Víðvermishryggleysingjar
og �skar frá tempruðubeltunumgetahaldið líkams-
starfseminnigangandií lágum hita sem samsvarar
Suðurheimskautakulda,en jafnframt þolaðsambæri-
legt hitastig og ríkir í líkömum fugla og spendýra.
Þettafelur stundumí sér umpóluní genastýringuá
tjáninguensímameðhæfandivirkni [9–11].

4. Hitastig, hvarfhraði og hrey�ngar ensíma
Efnahvörferusterklegaháðhitastigi.Hvarfhraðigróf-
lega tvöfaldastvið 10

�

C hækkuná hitastigi. Þetta
helgastaf hvarfgirni efna,semá upptöksín að stór-
um hluta í hrey�orku þeirra. Hraði umbreytingar í
myndefnivex meðfjölda hvarfefnaeiningasemnátil-
tekinni lágmarksorku(virkjunarorku;

���

). Hitastigið
ákvarðarhlutfall sameindaí sameindasafnisemnær
uppfyrir þettaorkulágmark,enensímákveðahversu
háttþettalágmarkersett.Hlutverkensímaerþví m.a.
að stýra �æðihraðaum hina ýmsuferla. Við tiltekið
hitastighvarfast�eiri sameindirþegarensímiðlækk-
ar orkuþröskuldinn

�
�

(eðanákvæmarsagtvirkjun-
arfrjálsorkuna�����

	

).
Hvers vegna eru ensím svona góðir hvatar og

hversvegnaerhraðiensímhvataðrahvarfasvonaháð-
ur hitastigi? Bæði atriðin eiga rætur í samafyrir -
brigðinu. Nauðsynlegar skammtímabreytingar þurfa
að verðaá byggingarástandiensímameðaná hverju
einstökuferli efnahvarfsstendur. Þótt svipmóthvers
ensímsbirtist meðröntgengreininguákristöllumsem
stöðug mynd, þá er í reynd um safn mismunandi
stellinga að ræðaí lausn,þ.e. myndin er hreyfð. Í
grunnástandier sífellt �ökt eða tif í innri afstöðu
atómapróteinsins,mismikiðeftir staðsetninguþeirra.
Mestar hrey�ngar eru gjarna í lykkjum á y�rborð-
inu en minnstarhrey�ngar dýpst í kjarnanum.Þótt
hvarfstöðinséoft gra�n í djúpumlægðum,er hreyf-
ingum einkum beint að henni. Mynd 1 sýnir dæmi
til glöggvunarum hrey�ngar í próteinasaúr eyðni-
veirunni,þarsemborinersamansúbyggingsemfæst
við kjarnspunasegulgreininguí lausn(NMR) annars
vegar, og hins vegar bygging fengin með kristalls-
greiningu[12]. NMR tækningefur fjölda lausna(hér
eru 23 mismunandistellingar sýndar),en kristalla-
greining aðeinseina stellingu. Fjölbreytnin í NMR
lausnunumer mest á lykkjusvæðum,eins og búast
mátti við. Þausvæðimyndalamir ogendaá �ipa sem
leggsty�r hvarfstöðinaí virku ástandiensímsins.Þau



Ensímí kulda 37

Mynd 1. Próteinasinnúr eyðniveirunni (HIV veiru) með
lyf (DMP323)í hvarfstöð.(A) Greiningásvipmótiensíms-
ins í lausnmeð kjarnspunaaðferð(NMR). Sýndareru 23
mismunandiútgáfursemtækningaf. (B) Mynd fenginmeð
kristallagreiningu.Ensímiðer tvennd(e.dimer)og leggjast
tværeinspeptíðkeðjur samaneinsog tvíbakatil aðmynda
hvarfstöðinaí miðju. Kringum amínósýru50eruendarnirá
�ipum semleggjasty�r hvarfstöðinaþegarhvarfefniðbinst,
enhjarirnarkringumamínósýru40 erustaðirsemhreyfast
mikið. Hrey�getan í peptíðkeðjunnier greinilegamismikil
eftir staðsetninguinnanheildarinnar. Aðeinser meginkeðja
próteinsinssýnd(N, C� , CO), en hliðarhópumsleppt.(C)
Samanburður á meðaltalsNMR byggingu(óslitin lína) og
röntgenkristallabyggingu(brotalína).Tekið frá [12].

eru einnig mikilvæg við að binda og losa hvarf- og
myndefnin.Meðaltalsmyndin(mynd 1C) semfékkst
úr öllum 23 lausnumNMR greiningarvar ekki eins
og kristallsmyndin,semer mjög eftirtektarvert, því
lyfjafyrirtæki notaoft kristallagreiningupróteinasem
útgangspunktvið hönnunlyfja. Reynslanhefurkennt
aðekki eruöll efni góðlyf, semhafaveriðhönnuðtil
aðsmellaþéttinn í hvarfstöðvarslíkralíkana.

Sá atburður í runuferli efnahvarfs í ensím-
hvarfstöðsemer hraðatakmarkandier í fæstumtil-
fellum bundinn við sjálft efnahvar�ð, þ.e. hrey�ng-
ar rafeindainnanefnannavið breytingarásamgildum
tengjum.Heldur ræðurferð sáhraði semensímnær
við að breyta byggingu sinni kringum hvarfstöðina
til að starfa í takt við tengingu,umbreytingu og los-
un tengiefna.Slíkarhrey�ngar hafavirkjunarástands-
þröskulda,líkt og rof og nýmyndunsamgildutengj-
anna.Þaðkallastaðensímha� náðþróunarlegri full-
komnun þegar nauðsynlegar breytingar á byggingu
ensímsmeðhrey�ngum, semnáaðmyndarétt örum-
hver� fyrir hvar�ð, getagengiðá samahraðaog há-
markshraðisjálfs hvarfskrefsins.Hvarfhraðinner þá
einungisháður�æðihraðahvarfefnaað ensíminuog
�æðihraðamyndefnafrá hvarfstöðinni.Þarsemmjög
sterktsambandmyndastaugljóslega milli hrey�getu
byggingarinnarog virkni ensíms,gefstsvigrúmtil að
stilla hvarfhraðaensímaað aðstæðummeð þróun á
vali amínósýravið bygginguþeirra.

5. Almenn byggingpróteina
Fyrir þá lesendursemekki eru vanir tungutaki líf-
efnafræðinnarum stig próteinbyggingarmá vísa í
mynd 2 af alkalískumfosfatasa.Rannsóknirá þessu
ensími úr þorski og kaldsjávarörveru standa yf-
ir á RaunvísindastofnunHáskólansnú um stundir.
Fyrstastigsbyggingpróteinsfelst í tiltekinni og ein-
stakriamínósýruröðþesspróteins.Fullkominlýsingá
þrívíddarstaðsetninguallra atómaog aukaþáttainnan
hverrarfjölpeptíðkeðjukallastsíðanþriðjastigsbygg-
ing. Þará milli eruannarsstigsmyndform,semgróf-
lega �okkast í alfa-helixa,beta-�eti, stuttarbeygjur,
og stærrilykkjur. Tvö síðastnefnduformin erugjarna
tengisvæðimilli þeirratveggjafyrrnefndu.Alkalískur
fosfatasihefur tíu þáttabeta-�öt í kjarna sínum,en
utanáhannbeggjavegnaraðasthelixar. Mynd 2 sýn-
ir einnig að náttúrulegt form ensímsinssamanstend-
ur af tveimur eins peptíðkeðjum, sem límast sam-
an í tvennd(e. dimer)meðósamgildumsamloðunar-
kröftum. Slík samröðunsjálfstæðrapeptíðkeðjakall-
ast fjórða stigs bygging. Önnur einingin hefur ver-
ið teiknuð með van der Waals rúmtakskúlumallra
atóma,ení hinni einingunnisjástannarsstigsmynd-
formin semliggja þar að baki. Samloðunatómaer
ekki einsleit í próteinum,heldurmyndastsjálfstæðir
atómklasar. Má þanniglíkja próteinumvið vínberja-
klasa,þarsemberá sömugreinhreyfastsamtaka,en
einstakargreinargetasvo hreyfst ósamtaka.
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Mynd 2. Líkanaf ensímisemskýrirmunáfyrstastigs,ann-
arsstigs,þriðja stigsog fjórða stigsbyggingu.Alkalískur
fosfatasi hefur tvenndskipulagþar sem tvær eins u.þ.b.
hnattlagapeptíðeiningartengjastsamhverft. Slík samröð-
un einingaer fjórða og efstastig próteinbyggingar. Hér er
hægrieininginsýndþannigaðöll atóminhafa verið teikn-
uð með van der Waals umfang sitt sýnilegt, en slík lýs-
ing telst veraþriðja stigsbyggingpróteins.Vinstri eining-
in er einungisteiknuðsemskematísklýsing á ferli megin-
stofnspeptíðkeðjunnargegnum sameindina,og sýnir hún
vel deilingu keðjunnarí annarsstigsmyndform.Hver ein-
stökamínósýruröðtelstfyrstastigsbygginghverspróteins.
Hvarfstöðvarnartværeruí lautaðofanverðu,u.þ.b. þarsem
tværörvar sjástkrossastí vinstri einingunni.

6. Stöðugleikipróteina samsvarar
aðlögunarhitastigi

Almennt breytist hrey�geta próteinsameindaog
heildarstöðugleikií takt.Ástæðanersú,aðpróteineru
á mörkumþessað haldamyndbyggingusinni réttri.
Munur á orku afmyndaðaformsins(þar semkeðjan
danglarum sviplausí lausn)og svipmótaðaástands-
ins samsvarareinungisörfáumveikumtengjum,þótt
þúsundirslíkra tengja�nnist í sérhverju fullbyggðu
próteini. Hér er átt við krafta semmyndaósamgild
tengi milli atóma,ýmist samdráttgagnstæðrajóna-
hleðslna,vetnistengi,eðavanderWaalssamloðunar-
krafta. Þettalosaralega sambander nauðsynleg for-
sendafyrir virkni ensíma[13] ogþví erþessuástandi
viðhaldið. Þar sem aukinn hiti mun ætíð þrýsta á
afmyndunpróteins,kemur ekki á óvart að mældur
heildarstöðugleikipróteins fylgir hitastigi hýsilsins
einsogmynd3 sýnirdæmium[10, 14].

Þaðverðurljóst út frá því semáundanersagtum
þannlitla munsemerí frjálsorkusvipmótaðspróteins
samanboriðvið frjálsorku sviplausaástandssama

Mynd 3. Sterk samsvörun er milli heildarstöðug-
leika próteinaog aðlögunarhitastigs.Próteinúr augasteini
(crystallin) var einangraðúr ýmsumhryggdýrumog það
hitastig sem dugði til að valda tapi á byggingu í helm-
ingi sameindannaeftir 10 mínútur ákvarðaðí hverju til-
felli (50%). Samanburður er svo gerður við hæstahita-
stigið semhýsillinn uppli�r . Semdæmimá nefna�sk frá
Suðurheimskautinu(punktur1), tvo djúpsjávar�ska (punkt-
ar 2 og 3), regnbogasilung(punktur4), tvo froska(punktar
6 og 8), rottu (punktur10), og hitabeltiseðlu(punktur12).
Uppruniðfrá [14].

próteins,aðstöðugleikierundirmjögstífumvalþrýst-
ingi meðanáþróunaraðlögunstendurvið tiltekið hita-
stig. Mælingar með hringskautuðuljósi (e. circular
dichroism)hafa sýntaðannarsstigsbyggingskyldra
próteinannaer vel varðveitt. Þaðeruþví einkumþau
veiku tengslsemskapastvið mótun þriðja stigs og
fjórðastigmyndbyggingarpróteina,semráðastöðug-
leikanum.Þáeráttvið aðmeðvali áamínósýrummeð
tilteknar gerðir hliðarhópaá einstökumstöðum,má
stýraheildarstöðugleikanumogeinnigstöðugleikatil-
tekinnasmásvæðaí próteininu.Hið síðarnefndareyn-
ist mun nátengdaraumræðuum grundvöll hitastigs-
aðlögunará virkni ensíma[13]. Staðbundin losun á
samloðunmilli atómklasaí ensímumgetur leitt til
aukinnarhvötunarvirkni, án þessað heildarstöðug-
leiki ensíminsþur� að breytist á afgerandihátt [11].
Tilraunir meðstökkbreytingará náttúrulegumensím-
um hafa staðfestaðmögulegt er aðaukastöðugleika
ensímsog hvötunarvirkninasamstiga[15], þó náttúr-
anha� ekki séðþörf áslíkuvið kuldaðlögun.

7. Vatnslausnir og vatnsfælni
Eiginleikarþeirrastórsameindaogsmásameindasem
�nnast í lífverum hafa valist vegna þeirra áhrifa
sem vatn hefur á leysanleikaþeirra og hvarfgirni.
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Mismunandi leysanleiki þeirra 20 ólíku amínósýra,
sem nýttar eru við smíði próteina, ákvarðar svip-
mótun, stöðugleika,og staðsetningupróteinainnan
frumna. Án vatns hefur amínósýrufjölliðaengatil-
hneigingutil að þjappastí þéttaog starfshæfa bygg-
ingu[16]. Í vatnileita �tusæknar(vatnsfælnar)hliðar-
keðjuráamínósýrunumsamaninn aðmiðju próteins-
ins,enskautaðaroghlaðnarhliðarkeðjur(vatnssækn-
ar)unasérvel áy�rborðinu í snertinguvið vatnssam-
eindir og setjastþví gjarnanþar. Vatnsfælinsvæði
sem�nnast á y�rborði próteinaleitast við að sam-
einast,en þar ræðurvarmafræðisemtengistað stór-
um hluta vatninu sjálfu. Vatnssameindirsem liggja
að óskautuðum�eti neyðastella til að myndareglu-
bundnaskel þarsemhrey�ngar þeirra„frjósa“. Þetta
felur í sér óhagstæðaminnkun í óreiðu (e. entropy)
og reynt er að losa vatnið úr þessumviðjum með
því aðminnkaheildar�atarmálóskautaðrasnerti�ata.
Vatnsfælnierþví sterkurogalmennurdrifkraftur ým-
issa ferla og atburða lif andi kerfa. Peptíðstofninn,
þar sempeptíðtenginsjálf liggja samanrunutengdí
keðju,ereinnigvatnssækinn.Í hnattlagapróteinumer
um helmingurpeptíðtengjannaí snertinguvið vatnið
umhver�s. Ásókn peptíðtengjaog hinna ýmsu hlið-
arhópaá amínósýrunumtil að snertavatnslausnina,
eðagrafastinn í vatnsfælnamiðju próteina,er einnig
mjögháðöðrumupplausnarefnumí vatninu.Einstakir
hópar atómaí stórsameindumupplifa �óttaþörf frá
vatnslausninniaf tveimur orsökum.Annarsvegar er
vatnsfælnin(e.hydrophobicinteractions)[17], semer
vegnasnertingaróskautaðrahópavið vatnssameind-
ir. Hins vegarupplausnarefnisfælni(e. osmophobia),
semstafar af tilvist og gerðuppleystraefnaaf tiltek-
inni gerðí vatninu[18].

8. Hitastig og stöðugleikipróteina
Líkan semnærað lýsa stöðugleikamargra prótein-
ina gerir ráð fyrir aðeinstveimur langlífum ástönd-
um. Annað er fullkomlega sviplaustástanden hitt
fullkomlega svipmótuðpeptíðkeðjan.Ríkir jafnvæg-
isástandþar á milli. Millistig eru ekki einangranleg,
því ferlið í báðaráttir er samvirkt (e. cooperative).
Þaðþýðir aðef afmyndunfer af staðáannaðborð,fer
hún alla leið. Og öfugt. Gibbs-Helmholtzjafna lýs-
ir sambandihitastigsog virkjunarfrjálsorkuafmynd-
unar ( ����� ; u = unfolding). Hún teiknastsempara-
bóla eins og sýnt er á mynd 4, [19–21]. Hallatalan
er

�����

��� � 	

�




og sýnir ferillinn að hámarks-
stöðugleikinn( �����

�
�

) er við hitastigið ���

�
�

þeg-

Mynd 4. Sambandhitastigsog frjálsorkubreytingar sam-
kvæmtGibbs–Helmholtzjöfnu. Þættirsemkom við sögu
í henni eru: ������������������� �"!#��$&%(' �)�*�+���

�-,/.1032

254

687

, þar sem ��� er viðmiðunarhitastig(oftast �:9 ,
hitastigiðsemveldur50%afmyndun)og ���;� ásamt���&�

staðgildivið þaðhitastig. ��$
% er munurinní varmarýmd

lausnarmeð afmynduðumkeðjum og rétt svipmótuðum
keðjum.Myndin skýrir þrjámöguleikaensímstil aðlögunar
aðhærrahitastigmiðaðvið miðlungshitakærtprótein(ferill

<

). (1) stöðugleikihitakærapróteinsinseykst y�r allt hita-
stigssviðið;(2) Samband���+= oghitastigsgefursamaferil
og í

<

, en �>93?
@ hliðrasttil hærrahitastigs,og (3) ���+= er
minnaháðbreytingumí hitastigiogferillinn verðurþví �at-
ari kringum �

9A?
@ og nærhærra.Þannigverðurafmyndun
ofar og neðará kvarðanum( ���B�BC ). Uppruniðfrá [21].

ar �




�ED . Síðanminnkar stöðugleikinnvið hita-
stiginbáðummegin við � �

�
�

og fer tvívegisgegnum
���

�FD í átt að afmyndun(þegar � �G� verðurnei-
kvættgildi). Próteinverðaþví ekki einungisfyrir af-
myndunaf ofhitun, heldurafmyndastþaueinnig við
ofkælingu.Tilraunir styðjaþessaniðurstöðu,envandi
er að�nna ensímker� þarsemafmynduner fullkom-
lega afturkræf(e. reversible).Hitun hefur því miður
oft þæra�eiðingar aðafmynduðukeðjurnarkekkjast
og eigaþannigekki afturkvæmtí upprunalegt svip-
mót. Í fyrstu tilraunumvar um samanburð á hitakær-
umogmiðlungshitakærumensímumaðræða[22], en
síðarhefurbæstvið dæmiumsamanburðákuldakæru
og miðlungshitakæruensími [23]. Þrjár leiðir bjóð-
ast fyrir ensím til aðlögunarað mjög háum hita
samanboriðvið miðlungshitakærtensím(merkt H á
mynd 4). Ferilinn mætti teygja almennty�r víðara
svið(ferill 1),þaðmættihliðra � �

�
�

hámarkiferilsins
aðhærrahitastigi(ferill 2), eða�etja ferilinn út (ferill
3). Í öllum tilfellum færistafmyndunarhitastigið( �&�
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Mynd 5. Samband líkamshita og hraðafastans ��� ?��

fyrir laktatdehýdrogenasaúr mismunandi hryggdýrum.
Tegundirnareru:fjórar tegundir�ska frá Suðurheimskauts-
landi (1-4),tvær�sktegundirfrá Suður-Ameríku(5-6); �sk-
ar úr tempraðabeltinu (7-10), �skar úr heittempraðaeða
hitabeltinu(11-13),nautpeningur(15),hænsnfuglar(16-17)
ogiguana(græneðla)úr eyðimörk(18).Myndinerupprunin
frá [25].

þar sem � �

� D ) ofar. Mismunandiáhrif á grunn-
þættiGibbsjöfnunnar( ���-� og �




� ) liggja aðbaki
þessummöguleikum[20, 21]. Í hitakærumensímum
komalausnir1 og3 framí því takmarkaðagagnasafni
semtil er [8]. Fyrir kuldavirka ensímiðalfa-amýlasi
úr Alteromonashaloplanktismældistlækkuní � � og

���-� samanboriðvið ensímúr miðlungshitakærum
og hitakærumörverum,og þar með lækkuní ���

� .
Ferill 1 reyndist því virka í þessuensími,en auðvit-
aðá gagnstæðanháttmiðaðvið áhrif á hitakærensím
( ���

� minnkaði y�r allt hitasviðið).Ástæðakulda-
afmyndunarer væntanlega minnkun í vatnsfælnum
hrifum, semgagnstættvið hleðslusamdrátt,styrkjast
meðauknumvarmaenveikjastvið kælingu.Við hátt
hitastig hefur aukin entrópíubreyting vatnsfælninnar
því meira vægi semsamloðunarkrafturen hagstæð-
ar enthalpíubreytingar við myndun jónískra tengja.
Vatnsfælinhrif eru reyndar almenntaðaldrifkraftur
réttrarmyndbyggingarpróteina[24].

9. Breytileiki í hraðaföstummilli tegunda
lífvera

Ensímhvötuð hvörf lúta Michaelis-Menten jöfnu,
hraðajöfnu fyrir hvarf við mettandi aðstæðursem
tengirhvarfhraðannog hvarfefnistyrkinngegnumtvo
fasta.Fyrri mælikvarðinnsemnotaðurer til að lýsa

hvötunarmættiensíms er stuðullinn �	�

��


, sem er
hraðafasti fyrir umbreytingu hvarfefnis í myndefni í
einni hvarfstöð,þegar ensímiðvinnur við mettandi
styrk hvarfefna. Fastinn mælir því hægastaskref-
ið í hvarfferlinum. Enda þótt ensímvinni sjaldnast
við mettandiaðstæðurí frumum, er nytsamlegt að
hafa mælikvarða á fræðilegan hámarkshraðaþeirra
við bestuaðstæður. Mynd 5 sýnir sambandmeðal-
líkamshitastigsallmargalífvera(frá -1,86til 42

�

C) og
fastans� �

��


fyrir ensímiðlaktatdehýdrogenasa[25].
Ensímvirkninvarmældí öllum tilfellum við eitt hita-
stig (0

�

C) til aðfá fram beinansamanburð.Stórhita-
stigsháðurmunur kemur fram í �	�

��


gildum, þrátt
fyrir að „vélbúnaður“ hvarfstöðvannasé nákvæm-
legaeins.Laktatdehýdrogenasiúr áðurnefndum�sk-
umfrá Suðurheimskautslandi(Nototheniae) hefurt.d.
4–5 falt stærra � �

��


gildi en samaensímúr blóð-
heitumdýrum. Þessimunurkemureinnig fram inn-
an �skafjölskyldunnar, og er því ekki vegna mis-
munandiþróunarleiðainnan lægri og hærri hrygg-
dýrahópa.Sambandmilli aðlögunarhitastigsog �

�

��


�nnst í öllu þróunartrénu.Semdæmieruensímúr of-
urhitakærum(e. hyperthermophilic)örverum nánast
óvirk þegarvirknin ermældvið hitastigþarsemsam-
bærileg ensímylkærra(e. mesophilic)örveraer full-
virk [20, 26]. Á RaunvísindastofnunHáskólanshafa
hraðafastarverið mældir í gegnum tíðina fyrir all-
mörgensímúr meltingarfærumþorsks[1, 27–31],auk
ensímaúr kaldsjávarörverum[3, 4]. Þarhafa greini-
legakomið í ljós þaumegineinkenniaðhvötunarfast-
inn ( �

�

��


) eraðjafnaði2–5falt stærriení sambærileg-
um ensímumlífvera,sembúavið þrjátíugráðahærra
hitastig. Seinni mælikvarðinn semnotaðurer til að
lýsa hvötunareiginleikumensímser �
� . Gróft séð
másetjajafnaðarmerkimilli ��� og ��� , þarsem ���

er jafnvægisfastinnfyrir tengslhvarfefnisog ensíms.
��� mælir því sækniensímsí hvarfefnið.Hátt tölu-
gildi �

� merkir lágasækni.Heildar-hvötunargetan,
semer skilgreindsem ���

��
��

�
� , er því y�rleitt 2–3

falt hærri fyrir kuldaaðlöguðuensímin,þegar beinn
samanburður eru gerður með mælingumvið 25

�

C.
Hvötunargetaner besti mælikvarðinn á afkastagetu
ensímavið aðstæðurþarsemhvarfstyrkurinner langt
fyrir neðanmettunarmörk.Þannigeru raunverulegar
starfsaðstæður�estra ensíma.Tilraunir hafa sýnt að

��� stækkarfyrir hvert einstaktensím,með hækk-
andihitastigi.Þaðer fyllile gaí samræmivið þaðsem
áðurvar sagtum áhrif hitastigsá svei�ur í byggingu
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próteina.Þaðer einnig eftirtektarvert, að � � gild-
in eru mjög vel varðveitt þegar � � gildi tiltekinn-
ar ensímfjölskyldu eru ákvörðuðvið líkamshitastig
hýsilsinsí hverju tilfelli. Þaðer því ljóst að lífverur
reynaallar aðviðhaldasamatiltekna �
� sæknigild-
inu fyrir sérhvert hvarf, þrátt fyrir þærhitastigbreyt-
ingar semorðið hafa í tímansrás í umhver� þeirra.
Það er vissulega skiljanlegt í ljósi þess,að styrkur
hinnaýmsuhvarfefnaoghjálparefnaí frumunumhef-
ur haldisthinn sami í þróunarsögunni(en hefði ella
þurft aðbreytaststórlega).Þessimunurí �
� skýrist
út frá mismunandigetu til innri hreyfanleikameð-
al ensímafbrigðanna,frekar en breytingum í virkum
amínósýrumhvarfstöðvarinnar. Hærrahitastigfjölgar
þeim ástöndumsempeptíðkeðjaensímsgetursvei�-
astá milli og þar af leiðir að �eiri stellingarskapast
semekki tengjahvarfefniðvel.

Af þeirri staðreyndaðí safniensímaerusameind-
irnar með dreifð í byggingusinni leiðir, að virknin
ætti ekki að vera nákvæmlega eins fyrir hverja ein-
stakasameind.Svo reynist vera.Þarsemmælingum
hefurveriðvið komið,m.a.fyrir alkalískanfosfatasa,
kemur í ljós mismunurí hvarfgetumilli ensímsam-
eindainnansafnsvirkra ensímsameinda[32]. Benda
máá smáy�rlit eftir undirritaðanumþaðefni [33].

10. Byggingarlegarástæðurkuldavirkni
Aðlögun próteina að kulda verður með markvissu
vali áamínósýrum[34–36].Hinn auknisveigjanleiki,
semer nauðsynlegur svo kuldaaðlöguðpróteinvinni
vel við lágt hitastig,er fenginnmeðvali amínósýra,
semer að ýmsuleyti andstættþeim breytingumsem
hitakærpróteinverðafyrir. Kuldaaðlögunfelur í sér
hlutfallslega minnkun í umfangi og y�rborði vatns-
fælinnaamínósýrahið innra,og þarmeðfækkunvan
der Waalssamloðunarkrafta.Einnig fækkarjónapör-
umalmennt.Á y�rborði kuldavirkra próteinagreinist
aukningí skautunoghleðslum.Jafnframtergreinileg
tilhneyging að sértækuvali. Plúshlöðnumhliðarhóp-
um arginínsfækkarmeðanplúshlöðnumlýsínhliðar-
hópumfjölgar og sömuleiðisfækkarmínushlöðnum
glútamiksýrummeðanmínushlöðnumaspargínihlið-
arhópumfjölgar. Vatnsfælnumhliðarhópumalaníns
fjölgar einnig á y�rborði [35]. Skýringaer ennvant
um ástæðurþessaraskipta. Auðveldaraer að skilja
fjölgun glýsínaá virkum og hreyfanlegum svæðum,
semvirðist einkennaöll kuldavirk ensím(meirasíð-
ar). Auk þessmá greinafækkuní fjölda prólínhlið-
arhópa,einkumí lykkjum semtengjastinn á hreyf-

anlegaannarsstigsbyggingarhlutapróteinsins.Prólín
heftir mjög hrey�getu í næstanágrenni[1, 8, 25,
34, 37]. Loks má oft merkja að lykkjur kuldavirkra
ensímaverði lengri og óskipulegri, semeykur sam-
skipti próteinsinsvið leysinn, og losar þannig um
innri byggingunaum leið og y�rborðið leitastvið að
stækka[38]. Vert er að nefnaað hvert prótein vel-
ur sér sína tilteknu leið við kuldaaðlöguneðahita-
aðlögun [20, 36]. Vetniskiptatilraunir(e. hydrogen
exchange)sýndu,að innri tengjastyrkingí hitakæru
ensímivaralls ekki staðbundin,heldurdreifð umalla
byggingupróteinsins.Þannigsést,aðþótt aukamegi
stöðugleikaensímsmeðþví aðhafastaðbundinskipti
á einni amínósýru,mun þróunað bestueiginleikum
hugsanlega stýra því þannig,að stöðugleikanumsé
náðmeðdreifðumensmágerðumávinningiáhverjum
stað[39, 40]. Þaðmyndiminnkaviðkvæmnigagnvart
náttúrulegumstökkbreytingum.

11. Trypsin semlíkan fyrir kuldavirkni
Ensímiðtrypsin hefur orðið mjög útbreitt líkan fyr-
ir kuldavirkni [2]. Þessi meltingarpróteinasier í
miklu magni í meltingarfærumhryggdýra, og því
er auðvelt að nálgast ensímið. Fjölskylda serín-
próteinasaer mjög stór og mörg ensímannaþátt-
takendur í ferlum sem lyfjafyrirtæki og annar iðn-
aður hafa áhugaá. Auk þessvoru trypsin og aðrir
serínpróteinasarsnemmateknir til kristallagreining-
ar, og þrívíddarbyggingensímannalengi veriðþekkt.
Margar stökkbreytingar hafa verið gerðará þessum
ensímummeð það að markmiði að auka skilning
á starfsemiþeirra. Kuldavirkni varð snemmaeinn
þeirraþáttasemathyglin beindistað, og varð tryps-
in úr ýmsum�skum í brennidepliþessararannsókna.
Nefna má trypsin úr suðurheimskauts�ski [41],
Grænlandsþorski[42], Atlantshafsþorski[1], regn-
bogasilungi[43], og Atlantshafslaxi[44]. Stórt skref
var stigið þegar fyrsta kristallamyndinvar leyst fyrir
kuldavirkt trypsin úr Atlantshafslaxi[44] og nýlega
var ensímúr silungi þrívíddargreint [45]. Jafnframt
hafa farið fram ítarlegar rannsóknirá innri mun á
amínósýruröðum[37], þrívíddarbyggingu[38], og
hæ�leika til kvikra hrey�nga [46]. Eins og oft vill
verða,má segja að niðurstöðurnarha� valdið dálitl-
um vonbrigðum,því séreinkenni kuldavirku ensím-
annakomaekki fram einföld og skýr. Samanburður
27afbrigðatrypsínasýndiaðu.þ.b. 50amínósýrureru
óbreytanlegaraf u.þ.b. 245alls.Megineinkenninsem
kuldavirku afbrigðinhöfðusameiginleg voru þau,að
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innvortisþéttnií pökkunatómaogstærðvatnsfælinna
hópaminnkaði,og einnig fækkaðiprólín hliðarhóp-
um.Breytileiki greindistaukþessí auknumhleðslum
áy�rborði ogsveigjanleikalykkjusvæðasemliggja út
frá hvarfstöðinni.Mismunandistellingaratómaí til-
tekinni lykkju semkallast„sjálfmeltulykkjan“ grein-
ast í þorskatrypsininumeðhliðsjón af nautatrypsini.
Húntekuróbeinanþáttí tenginguhvarfefnaogveldur
því að aðgengiinn í hvarfstöðinaer opnaraí kulda-
virka ensíminu[45]. C-endinná trypsini er mótaðurí
alfa-helix,semtengir samantvo klasaensímsinsy�r
tengigjásemhýsir hvarfstöðina.Vetnistengjummilli
klasannatveggjahafði fækkaðog einnigvetnistengj-
um innan hvarfstöðvarinnar. Stöðugleikiog stí�eiki
þessaC-helixs er minni í kuldavirkum afbrigðum,
og viðloðun hansvið kjarna ensímsinsminni. Þetta
gætiráðiðmiklu umfrjálsari hrey�ngar í sameindun-
um [38, 46, 47]. Arfberar trypsinaeru í nokkrumút-
gáfumí hryggdýrumoghafaa.m.k.þrjú þorskatryps-
in veriðeinangruðogmæld[4]. Aðrir �skar ogspen-
dýr hafa einnig mörg ísóensím,og ennönnur tryps-
in leynastgreinilegaí erfðamengiþorsksins[48, 49].
Sumþessaraensímavirðastverasérhæfðirbandvefs-
kljúfar (kollagenasar),sem er mjög áhugavert með
iðnaðarnotí huga[50].

12. Lokaorð

Í þessustuttay�rliti hefur ekki verið hægtað greina
í smáatriðumfrá öllum þeim tilraunum, sem gerð-
ar hafa verið til að afhjúpaeinstakarlykilbreyting-
ar í amínósýruröðensíma,og leitt geta til aukinn-
ar hvötunarvirkni þeirra. Út frá þróunarfræðilegum
vangaveltumverðurljóst aðstökkbreyting í einukirni
í DNA, og þar með ein amínósýruskipti,ættu að
nægjatil að kalla fram breytingar á virkni ensíms
við hitastigsaðlögun.Ef �eiri breytinga væri kraf-
ist samtímisminnkuðulíkurnar fyrir slíkum atburð-
um verulega.Við kuldaaðlöguner amínósýranglýsín
oft í lykilhlutverki. Hliðarhópurhennarer aðeinseitt
vetnisatóm,semgefurnærliggjandisvæðifjölpeptíð-
keðjunnarbæðirými og sveigjanleika.Nýleg dæmi
sýnaað stökkbreytingará glýsín á viðkvæmumstað
í ensími getur haft áhrif á �

�

� 


, ��� , eða á hina
réttu svipmótunarleiðog þar með haft áhrif á stöð-
ugleika [51, 52]. Tekist hefur að umbreyta hita-
þolnu ensímií kuldavirkt með þessumhætti.Þróun
ensímsinsxylósaísómerasafór fram í tilraunaglasi
(e. directedevolution), þar semleitastvar við að ná
fram kuldavirkum eiginleikuminn í hitakærtafbrigði

ensímsinsúr örverunni Thermusthermophilus[52].
Í kuldavirkum afbrigðum fannstalltaf samastökk-
breytingin, glútamíksýru var skipt út fyrir glýsín.
Eftirtektarvert var að allar breytingarnarvoru á yf-
irborði sameindarinnar, fjarri hvarfstöðinni, og að
þessieina breyting nægðitil að valda �mmföldun í

� �

��


gildi hvarfsins.Fastinn ��� stækkaðilíka, sem
bar þessvitni að aukinn hreyfanleiki væri orðinn í
hvarfstöðinni[52]. Sömuvarmafræðilegukraftarríkja
ogstýrasvipmótunpróteinay�r allt hitastigsbiliðsem
líf geturþri�st á.Með því aðfínstilla þessiáhrif með
breytingum í amínósýruröðumpróteina hafa sömu
ensímhvötuðuferlin haldist í eðli sín óbreytt í öllu
lífríkinu. Þráttfyrir það,og reyndarþessvegna,hef-
ur lífverum ge�st tími og verið gert kleift að �nna
sérbúsvæðiá hitastigsbilisemnemur115

�

C, allt frá
ofurkældumsjó við Suðurheimskautslandiðað lí� á
ofurheitumhverasvæðumhafsbotnsog lands.Hversu
mikil þarf breyting á hitastigi að verðatil að knýja
framaðlöguní lífverunni?Umræðaaf þessumtogaer
viðeigandinú á tímumhækkandihitastigsá jörðinni.
Þegar eru vísbendingarum að drei�ng lífvera ha�
breyst í kjölfar hitastigsbreytinga á síðustuáratug-
um [53]. Búastmávið aðviðbrögðlífveravið breyt-
ingumá hitastigivistker�sins verði blandaaf beinum
áhrifum hitastigsá próteininí henniog hæfniþeirra
til að �ytja sig um set til hentugrahitastigs.Óvissa
geturþví ríkt um ástæður�utnings lífveramilli mis-
heitrabúsvæða.Þó er vitað að hitastigsmunurupp á
fáeinargráðurnægirí sumumtilfellum til að hvetja
til aðlögunarviðbragðaí amínósýruröðpróteina[9].
Samanburður á staðsetningueinstakraamínósýraog
tengslumþeirravið umhver�ð gefurtilefni til aðætla
aðmunurmilli ensímaólíkrahitastigsheimasédreifð-
ur víðaum bygginguþeirra,og því oft þaðfíngerður
að hannverðurnæstaóljós meðsamanburði á þeim
kyrrmyndumsembjóðast.Semdæmihafatölvureikn-
ingar (e. molecular dynamicssimulations)sýnt að
trypsinlax�ska virðist ekkertsveigjanlegraeðahreyf-
anlegra í heildinaséðí samanburði við trypsínnaut-
penings [46]. Ef hvarfstöðin er greind sérstaklega
kemur í ljós, að hún er bjaganlegri og ætti að bjóða
uppá meiri og örari hreyfanleika.Þaðmyndi greini-
leganægjatil að lækkaorkuþörf við tenginguhvarf-
efnisog eftirfarandihvötun.Eitt meginatriði semtal-
ið er stýravali á amínósýrumí próteinitil langstíma,
aukáhrifaávirkni ogstöðugleika,erþaðhversuauð-
veldlegapróteininutekstaðsvipmótastmeðskilvirk-
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um hætti,þ.e.�éttast úr langri keðjuamínósýraí að-
einseitt tiltekið þrívíddarástand.Þótthagstæðvarma-
fræðileg breyting þur� aðveratil staðara priori sem
aðaldrifkraftursvipmótunarferlisins,nægirþaðekki.
Auk þessverðuraðveratil hröðsvipmótunarleið(kín-
etísktfærleið),semekki felur í sérlangarta�r þarsem
keðjan„festist“ í �æktu formi millistiga,seme.t.v. eru
„öngstræti“út frá réttri slóð.Ýmis hjálparpróteineru
til staðarí frumumtil aðstyðjaþettaferli, en grunn-
getanþarf aðveratil staðarí próteininusjálfu, fólgin
í amínósýruröðþess.

Notagildi ensímaí iðnaði hefur oft verið rakið í
ræðuog riti [55-57]. Megineiginleiki slíkra ensíma
ætti að verahá hvötunargetavið miðlungsháanhita.
Sáeiginleiki einkennir kuldaaðlöguðensímumfram
hitaþolinensím.Á síðustuárumhefurjafnframtorðið
ljóst, að þaðer mögulegt að aukastöðugleikakulda-
virkra ensímamjög mikið umframnáttúruleganstöð-
ugleika,án þessað það komi niður á virkni þeirra.
Þaðkrefstþó þessaðfyrir séskilningurá innstugerð
ensímanna,sem einungisverður a�að með grunn-
rannsóknum.Óskandier aðviðleitni okkartil aðvita
meiraum þessisérhæfðuensímmuni styrkjastí ná-
inni framtíð með e�dum rannsóknumá íslenskum
stofnunum.Þaðeraðlokumáhugavertaðíhugahvort
kuldavirk ensímséunálægtupprunalífs eðaha� þurft
að þróast lengst frá þeim lífverum sem e.t.v. urðu
fyrstar til í heitumneðansjávarhverum.Enn eru ekki
allir sammálaumlíklegt umhver� við myndunlífvera
í árdaga,ef því er trúaðaðuppruniþeirraséy�rleitt á
þessumhnetti.Þóttættartrélífsinsvirðist eigasérræt-
ur í hitaþolnumfornörverum(Archea), segir þaðekki
alla söguna,því þaðtekur ekki til útdauðrategunda.
Ef tekiðermið af mikilvægiveikrakraftavið aðmóta
bygginguogsamskiptisameinda,er líklegraaðfyrstu
lífverurnarha� dafnaðvið lágt hitastig[54]. Þaðger-
ir kuldavirk ensímformæðurallraannarraensíma,og
því áhugaverðviðmiðunarensímrannsókna.

Þakkir Rannsóknirokkar hafa verið styrktar fé úr
RannsóknarsjóðiHáskóla Íslands og VísindasjóðiRann-
sóknarmiðstöðvar Íslands (RANNÍS), auk framlags frá
HáskólaÍslands.

Summary Cold-adaptedorganismslive in all themost
extreme locations on earth, both in the oceansand on
dry land. Enzymesfrom such organismshave evolved
throughthemillenniato createsuf�cient metabolicratesfor
the maintenanceof life. Comparedwith their counterparts
from warmtemperatureorganisms,including thermophilic

bacteria,the catalytic ef�ciency of cold-active enzymes
is generally2–5 times higher when measuredat a suita-
ble commontemperature.Thebasicstructuraldifferenceis
believed to entail a reductionin the numberand strength
of weak,non-covalentinteractionsthatmaintainthe three-
dimensionalstructureof all proteins.Also, theselectionof
speci�c amino acids,suchas glycines in favour of prol-
ines,createsstructureswith higherinherent�e xibility that
allows moredynamicmovementat low temperatures.The
vibrant interchangeof similar conformationsis anabsolute
necessityin directing reactantsa facile route to products.
At the sametime theseenzymesare not as heat-tolerant
as enzymesadaptedto higher temperature.This review
summarizestheseconceptswith referenceto researchdo-
neat theUniversityof Icelandandelsewhere.
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