Timarit um raunvisindi og sterdfradi
4. arg. 1. hefti 2007 — raust.is/2007/1/11

Kuldaadlogun proéteina
- Nokkrar stadreyndir og vangaveltur

Magnis Mar Kristjdnsson

Raunvisindastofnun Haskolans

Vefiitgdfa: 19. oktober 2006

Agrip — bekking 4 eiginleikum og byggingarpdttum sem gera ensimum kuldakerra lifvera mogulegt ad
starfa vid lagt hitastig hefur aukist umtalsvert hin sidari 4r. Kuldaadlogud ensim bua yfirleitt yfir meiri hvot-
unargetu en samsvarandi ensim lifvera sem adlogud eru herra hitastigi, en eru jafnframt neemari gagnvart
hita-afmyndun. Talid er ad sveigjanleiki { byggingu peirra gegni lykilhlutverki { aukinni virkni peirra og
skyri einnig minni stodugleika. P6 skortir enn téluvert 4 skilning 4 edli sveigjanleika kuldavirkra ensima og
tengslum vid byggingarform. Nokkur ny prividdarform kuldaadlagadra préteina hafa verid kortlogd undan-
farin 4r. Samanburdur 4 pessum formum vid samsvarandi ensim ur lifverum sem adlogud eru harra hitastigi
hefur veitt innsyn { pd byggingarpatti sem studlad gaetu ad kuldaadlogun. 1 pessari grein verdur greint fré

helstu nidurstodum nylegra rannsékna 4 pessu svidi.

1. Inngangur

Jadarlifverur (e. extremophiles) eru 6rverur sem hafa
adlagast umhverfisadstedum { hitastigi, prystingi,
syrustigi og seltu, sem eru 6fgakenndar midad vid
per adstedur sem blodheit dyr og madurinn prifast
vid. Orverur hafa fundist og dafna vid hitastig allt ad
113°C [1] og lifandi bakteriur hafa fundist { synum
sem safnad var vid -20 °C [2]. Pessar lifverur hafa purft
a0 adlaga alla lifsstarfssemi sina ad slikum “6lifven-
legum” umhverfisadstzdum, par med talid liffredilega
virkni ensima og annarra préteina. Prystingur préun-
ar til adlogunar byggingareiginleika préteina ad jad-
aradstedum { hitastigi er mismunandi. Adlogun ad
hdu hitastigi felur i sér ad styrkja parf virka bygg-
ingu préteinanna svo pau standist dlag has hitastigs
sem annars geti leitt til rofs tengja sem vidhalda virkri
byggingu peirra. Vid lagt hitastig kann hins vegar lag
varmaorka { umhverfinu ad valda pvi ad prétein sem
styra margvislegum ferlum { lifverum ndi ekki ad sinna
lifsnaudsynlegu hlutverki sinum med naegum hrada.
Prétein eru fjarri pvi ad hafa fasta eda stifa sam-
eindabyggingu, eins og glesilegar myndir af likon-
um af prividdarbyggingu peirra gatu gefid tilefni til
ad @tla. Pvert 4 moti er talid ad hreyfanleiki eda
sveigjanleiki gegni lykilhlutverki { liffreedilegri virkni

préteina hvort sem um er ad reda hvotun efnahvarfa,
genastjérnun, bindingu eda flutning sameinda og bod-
efna innan fruma eda yfir himnur. Tilgdtur hafa verid
settar fram um lykilhlutverk sameindasveigjanleika {
hitastigsadlogun proéteina. Pessar tilgatur fela 1 sér ad
prystingur préunar midi ad pvi ad tryggja samsvar-
andi sveigjanleika { byggingu préteinanna svo pau hafi
nagjanlega liffraedilega virkni vid mismunandi hita-
stig sem lifverur hafa adlagast [3—5]. Prétein hitakaerra
lifvera hafa pvi préast ad miklum stodugleika, en jafn-
framt stifri myndbyggingu sem ner ekki “naudsyn-
legum” sveigjanleika fyrr en vid hatt hitastig [5, 6].
Kuldaadlogud prétein hafi hins vegar proteinbyggingu
sem nar vidlika sveigjanleika vid mun laegra hitastig
en samsvarandi ensim dr lifverum sem eru adlogud
haerra hitastigi. Pessar tilgatur gera pvi rdd fyrir ad
prétein séu { “samsvarandi dstandi” (e. “correspond-
ing states”) m.t.t. sveigjanleika { ndlegd kjorhitastigs
fyrir virkni vidkomandi préteina [3-5].

Sérstakir eiginleikar préteina ur jadarlifverum hafa
vakid dhuga badi hvad hagnytingu og grunnvisindi
vardar. Samband milli byggingar préteina og liffredi-
legrar virkni peirra og stodugleika er eitt af megin-
vidfangsefnum prétein rannsékna. Vel skilgreind sam-
stofna ensim Gr mismunandi hitastigsadlogudum lif-
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verum eru dkjésanleg likon til slikra rannsékna. Mikil
hvotunargeta og hitastodugleiki eru einnig afar aski-
legir eiginleikar fyrir idnadarensim, og af peim astaed-
um hafa ensim jadarlifvera notid mikillar athygli und-
anfarna dratugi [6—10]. Framan af beindist athyglin ad
ensimum Ur hitakerum eda ofurhitakerum orverum
vegna mikils stodugleika sem pau rada yfirleitt yfir, en
hin sidari ar hafa rannséknir 4 ensimum kuldakerra
lifvera einnig aukist mikid. Prividdarbygging margra
hitakarra préteina hefur verid kortlogd [5,9] og und-
anfarid hefur prividdarbygging kuldakarra ensima
einnig komid fram og verid borin saman vid sam-
stofna ensim ur lifverum sem adlogud eru herra hita-
stigi 1 peim tilgangi ad leita svara vid spurningum um
byggingarpetti sem dkvarda hitastigsadlogun peirra
[11-19].

[ pessari stuttu yfirlitsgrein verda helstu nidur-
stodur pessara rannsékna 4 byggingu kuldaadlagadra
préteina dregnar saman, jafnframt pvi sem velt verdur
vongum yfir mikilvegi nokkurra pessara byggingar-
pétta { kuldaadlogun préteina. ftarlegri umfjollun um
kuldaadlogun préteina m4 finna { yfirlitsgreinum sem
birtar hafa verid 4 undanfornum arum [20-24].

2. Samband byggingar og hvotunareiginleika

Adlogun préteina ad mismunandi hitastigi hlytur ad
fela 1 sér malamidlun milli patta sem studla ad negi-
legum hreyfanleika fyrir virkni annars vegar, en stod-
ugleika myndbyggingarhins vegar. Hitakar ensim eru
undir prystingi préunar ad hamarka stodugleika mynd-
byggingarinnar, og { raun ad halda aftur af sveigjan-
leika fyrr en vid pad haa hitastig sem pau hvata efna-
hvorf vid. Vid adlogun ensimvirkni ad kulda parf hins
vegar ad tryggjanegjanlegan sveigjanleika til hvotun-
ar vid adstedur par sem varmafleedi er takmarkandi tr
umhverfinu.

Nidurstodur rannsékna 4 samstofna ensimum ur
kuldakarum og hitakerum lifverum hafa verid 1 sam-
reemi vid pessa tilgatu sem felur 1 sér 6fugt sam-
band hvotunargetu (Keo/Kp, ) og stodugleika (mynd 1).
Hins vegar hefur reynst erfidara ad syna fram 4 meint
hlutverk “sveigjanleika” { pessu orsakasamhengi med
rannsoknanidurstodum, enda ekki alltaf einhlitt hvad
att er vid med hugtakinu.

Sveigjanleiki tekur til allra hreyfinga { sameindum
sem eru mjog mismunandi t.d hvad vardar timakvarda,
sem getur verid 1 picosekiindum (psek) og tekur til
orkuminna “varmaflokts” (e. “thermal fluctuations”),
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Mynd 1. Efrihluti Ahrif hitastigs 4 hvotunargetu (Keat/Ku)
samstofna subtilisin-likra préteinasa ur kuldakeerri Vibrio-
tegund (VPR) (o), préteinasa K (PRK) ur sveppnum
Tritirachium album (midlungshitaker) (O) og aqualysins
I (AQUI) ur hitakeru bakterfunni Thermus aquaticus (A)
[25].

Nedri hluti Stadladir atmyndunarferlar fyrir VPR (o), PRK
(0) og AQUI (A) sem fall af styrk afmyndarans guanidin-
fum thiécyanats (GdAmSCN) vid 25°C. Afmyndun var fylgt
med breytingum { flirljémunarréfum préteinasanna 4 bilinu
320-355 nm [26].

til vidtekari hreyfinga 2. stigs byggingahluta préteina
eda klasa (e. domains) sem eiga sér stad 4 millisek-
undna (msek) kvarda eda hegar [27]. Hreyfingar sem
mikilvaegar eru { hvotun ensima eru liklega 4 pusek—
msek bilinu og ma pvi @tla ad videigandi timakvardi
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fyrir hreyfingar sem mikilvegar eru { hitastigsadlogun
séu 4 peim timakvarda fremur en psek [28]. Jafnframt
er alls ekki 1jést hvort stadbundinn (e. local) hreyf-
anleiki innan sameindar, t.d. i eda vid hvarfstodvar
ensimanna, gegni meginhlutverki, eda hvort til komi
heildarhreyfanleiki (e. global) allrar préteinsameind-
arinnar. Erfitt er ad meta sveigjanleika préteinsam-
einda med melingum, og pad sem melter sem “sveigj-
anleiki” er had pvi hvada adferdum er beitt. Med
nifteindatvistrun (e. neutron scattering) ma nema mjog
hradar varmahreyfingar (e. thermal motions) 4 psek til
nanosek kvarda. Pessar hreyfingar taka til breytinga {
afstodu atoma um ~1 A, med orku ~1kcal/mol sem
svarar til peirra 6samgildu hrifa eda vixlverkana (salt-
bryr, vetnistengi, votnun, van der Waals, vatnsfaelin
hrif) sem vidhalda byggingu préteina [27,29-31].

Melingar 4 vetnis/deuterium (H/D) dutskiptum
4 amid-hépum, yfirleitt med FTIR litr6fsgreiningu
(Fourier transform infrared spectroscopy), eda NMR
adferdum, eru hins vegar melikvardi 4 hreyfingar {
sameindum 4 msek kvardanum. Melingar 4 H/D {it-
skiptihvérfum med pessum adferdum hafa pann ann-
marka ad mald eru medalitskipti fyrir alla amid-hépa
fjolpeptidkedjunnar, en ekki eru greindar stadbundn-
ar breytingar innan hennar, sem kunna ad vera mikil-
vagar fyrir hitastigsadlogun [32]. H/D utskiptitilraunir
sem fylgt var eftir med préteinrofi og massagreiningu
hafa p6 nylega verid notadar til ad syna fram 4 mismun
i stadbundnum hreyfingum { alkéhél dehydrogenasa ir
kuldakerum og hitakeerum bakterium [33].

bétt nidurstodur ymissa rannsdkna stydji tilgat-
ur um tengsl sveigjanleika og hitastigsadlogunar {
samremi vid kenningarnar um “samsvarandi dsténd”,
hafa einnig verid birtar nidurst6dur sem benda til hins
gagnsteda. Rannsokn par sem badi H/D utskiptihvorf
(FTIR) og nifteindatvistrun voru notud til bera saman
sveigjanleika c-amylasa tr midlungshita- og hitakerri
bakteriu, leiddi 1 1j6s ad litill munur reyndist vera a
hrada tdtskiptihvarfa amid préténa i ensimunum tveim-
ur. Hins vegar reyndist hitapolna ensimid rdda yf-
ir meiri sveigjanleika { hreyfingum 4 skemmri tima-
kvarda (psek) [34]. Alyktad var ad pessi aukni sveigj-
anleiki hitapolna a-amylasans kynni ad studla ad meiri
stodugleika ensimsins, pvi med aukinni 6reidu hins
svipmétada dstands préteinsins draegi Ur heildaréreidu
i afmyndunarferlinu, sem varmafradilega er vissulega
megindrifkraftur pess. Jafnframt var synt ad afmynd-
ud form midlungshitakera og hitakera a-amylasans
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Mynd 2. Nidurstodur H/D ttskiptihvarfa mald med FTIR
fyrir ensimid isoprépyl malat dehydrogenasa (IPMDM) dr
premur mismunandi hitastigsadlogudum bakterium; Vibrio-
teg. 15 (O), E. coli (0) og Thermus thermophilus (A). Efri
mynd vid 25°C og nedri mynd vid hitastig nélegt kjoérad-
steedum fyrir ensimin (48°C fyrir Vibrio IPMDM og E. coli
IPMDM og 70°C fyrir T. thermophilus TPMDM. Herri gildi
fyrir x (hlutfall préténa sem ekki er ttskipt) gefur visbend-
ingu um aukna stifni myndbyggingar. ko er hradafasti t-
skiptihvarfs og ¢ stendur fyrir tima [38]. Efri myndin synir
pvi meiri stifni hitapolna 7. thermophilus ensimsins { sam-
anburdi vid hin ensimin, en mestan sveigjanleika E. coli
ensimsins vid 25°C. Ferlar 4 nedri myndinni syna hins vegar
mjog svipadan sveigjanleika ensimanna priggja { ndmunda
vid kjorhitastig peirra fyrir virkni.

rédu yfir sama sveigjanleika sem stydur ennfrem-
ur tilgdtuna um ad varmafradilegur dvinningur felist
i auknum sveigjanleika svipmétada forms hitapolna
ensimsins fyrir stodugleika pess [34,35]. Slik lekk-
un { 6reidu afmyndunar leiddi jafnframt til ad stodug-
leikaferill (AG vs. T) hitapolna préteinsins yroi flatari
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par sem halla slikra ferla er 1yst med éreidubreyting-
unni (VAG/6T=—AS) og bredslumark (T,,) proteins-
ins (skurdpunktur vid hitastigsasinn, par sem AG=0)
mundi pvi haekka med lekkun éreidubreytingarinn-
ar [6]. Nidurstodur nokkurra nylegra rannsékna stydja
pessar tilgatur um ad aukinn sveigjanleiki 4 picosek-
undu timakvardanum kunni { raun ad auka stodugleika
hitapolinna préteina [36,37].

En eru pessar nidurstodur ekki { hrépandi métsogn
vid tilgatur um samband sveigjanleika og hitastigs-
adlogunar sem raddar voru fyrr? Ekki endilega, en
hins vegar benda par 4 porfina 4 ad skilgreina betur
hvad vid er 4tt pegar rett er um “sameindasveigjan-
leika” utfrd sjonarholi hitastigsadlogunar. Pad er pvi
liklega naudsynlegt ad skilgreina timakvarda, utslag
(steerd) og stadsetningu pessara hreyfinga { préteinum
eigi peer ad hjalpa okkur ad skilja tengsl vid hitastigs-
adlogun [27,36].

Til ad tryggja stodugleika hitapolinna préteina parf
ad hefta dkvednar hreyfingar, sérstaklega par hreyf-
ingar { sameindunum sem kunna ad leida til afmynd-
unar. Of kroftugar hreyfingar 4 dkvednum svaedum,
t.d. 4 lykkjum, gaetu opnad gattir fyrir vatn ad vatns-
feelnum kjarna préteinanna sem leiddi til afmyndun-
ar peirra. Einnig ma @tla ad peir hlutar sameindanna
sem bera hépa sem naudsynlegir eru fyrir liffreedi-
lega virkni, t.d. { hvarfstodvum ensima, séu 4 tiltdlu-
lega stifum svedum sem nd ekki réttum hreyfingum til
hvotunar fyrr en vid hatt hitastig. AEtla ma ad adferd-
ir sem mela H/D utskipti geti numid mun 1 pessum
sterri og hegari hreyfingum { préteinum sem adlagast
hafa mismunandi hitastigi. Slikar malingar hafa ver-
i0 framkvemdar fyrir ensimid 3-isopropylmalat de-
hydrogenasa tr midlungshitkerri og hitakerri bakt-
erfu og syndu ofugt samband milli hitastigs adlog-
unar og hrada H/D ttskipta amidhépa préteinanna
(mynd 2) [38]. Samsvarandi melingar fyrir ensim
ur kuldakeerri Vibrio-tegund voru pé ekki { samraemi
vid petta samband hitastigsadlogunar og sveigjanleika
[39]. Ensimid synir 61l einkenni hitastigsadlogunar,
m.t.t. hvotunareiginleika og stodugleika, en sveigjan-
leiki pess meldist minni en fyrir midlungshitakeert
ensim dr E. coli samkvaemt H/D utskiptimalingum
(mynd 2) [39].

FTIR H/D dtskiptimalingar 4 ensiminu alké-
hél dehydrogenasa tr kuldakerri, midlungshitakerri
og hitakerri 6rveru syndu svipadar nidurstodur, a
pann hatt ad midlungshitakera og hitakera ensimid
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hofou samsvarandi heildarsveigjanleika vid kjorhita-
stig peirra (25 og 65°C). I reynd mzldist sveigjanleiki
kuldaadlagada ensimsins minni vid 4°C (mynd 3) [33].
Kuldaadlagada ensimid virdist pvi eins og 1 tilfelli iso-
prépylmalat dehydrogenasa skera sig tr hvad vardar
hegdun m.t.t. “samsvarandi dstands”- kenningarinnar.
Auk pess ad mela heildarsveigjanleika préteinanna
med FTIR, var 1 somu rannsdokn metid hvada svadi
innan fjolpeptidkedjunnar innihéldu mest deuterium
4 dkvednum timapunktum { H/D skiptihvarfinu. Petta
geeti gefid visbendingu um hvada svadi hefdu mest-
an stadbundinn sveigjanleika [33]. Petta var gert med
massagreiningu 4 peptidum af préteinunum eftir Gt-
skiptihvarfid sem myndud voru med préteasa nidur-
broti. A pennan hatt tokst ad kortleggja pau svadi
i préteinunum par sem H/D-ttskipti voru { mestum
meli og var pannig synt fram 4 ad kuldavirki alk6h6l
dehydrogenasinn innihélt dkvedin svedi innan bygg-
ingar sinnar sem voru mun sveigjanlegri en samsvar-
andi svadi { hitapolna samstofna ensiminu. Kom 11j6s
ad pessi svaedi voru einmitt peir hlutar sameindabygg-
ingarinnar sem taka patt { bindingu badi hvarfefnis
og hjalparpattar og eru pvi mjog mikilvaeg fyrir virkni
ensimsins [33]. Pessar nidurstodur benda pvi til ad
adlogun ensima ad kulda geti falid { sér stadbundna
aukningu sveigjanleika 4 byggingarlega mikilvegum
svaedum innan sameindanna dn pess ad heildarsveigj-
anleiki (meldur sem hlutfall og hradi H/D utskipta)
peirra aukist. Pad ad stadbundin aukning sveigjaleika,
fremur en heildarsveigjanleiki sameindarinnar, gegni
meginhlutverki { kuldaadlogun er { samraemi vid til-
gdtur sem 4dur hofdu verid settar fram og byggdar
voru 4 rannséknum & ensiminu laktat dehydrogenasa
ur mismunandi fisktegundum sem adlagadar voru mis-
munandi hitastigi [40,41].

3. Samband byggingar og kuldaadlogunar
3.1. Samanburdarrannséknir

Hin sidari ar hafa birtst upplysingar um prividdarbygg-
ingu kuldavirkra préteina. Um tylft kuldaadlagadra
proéteina hafa verid kristollud og bygging peirra greind
[11-19] og einnig liggur fyrir allnokkur fjoldi télvu-
gerdra sameindalikana (e. homology models) sem
honnud hafa verid utfrd pekktri kristalbyggingu sam-
stofna préteina. Flestar pessar prividdarbyggingar hafa
verid bornar saman vid pekkta byggingu samstofna
ensima med pad ad markmidi ad skyra tengsl sam-
eindabyggingar og kuldaadlogunar. Helstu nidurstod-



Kuldaadlogun préteina

e e
Po10] put? puin® S10% Jgg? pe1o® ™,
'_ (Y 3 T 2 i '||:|"
8L B . % Pl
! psADH
{4°C)
0.6 ; A
o

0.4 | A
0.2. {65°C)

n i daakad 'l 3 PR A i 'y
1 2 3 4 &5 8 7 8 9

log(k,t)

Mynd 3. H/D itskiptaferlar fyrir ensimid alkéhdl de-
hydrogenasa einangrad ur kuldakerri Moraxella tegund
(psADH), ur gersvepp (YADH) og hitak@ru bakterfunni
Bacillus stearothermophilus (htADH). Melingar voru {
hverju tilfelli framkvemdar vid vaxtarhitastig vidkomandi
orvera, eins og merkt er 4 mynd [32]. Merkingar 4 grofum
eru eins og lyst var med mynd 2.

ur slikra samanburdarrannsékna 4 ensimum dr kulda-
adlogudum bakterium eru dregnar saman { toflu 1.
[ pessum rannséknum hefur verid litid eftir mismun
i byggingarpattum sem skyrt geeti mismunandi stod-
ugleika préteinanna, eda reynt hefur verid ad skyra
mismuninn { [jési hugsanlegra dhrifa 4 sveigjanleika.
Allar pessar samanburdarrannséknir syna ad bygging
ensimanna er keimlik. Pvi er lj6st ad mismunandi hita-
stigsadlogun préteinanna er ekki haegt ad skyra med
breyttri 2. stigs og 3. stigs byggingu peirra (mynd 4).
Jafnframt virdast nidurstodur samanburdarrannsékna
ekki benda til pess ad dkvednar leidir séu farnar { ad-
16gun byggingar préteina ad kulda. Ymsir bygging-
arpeettir hafa verid tilgreindir sem astedur aukinn-
ar hvotunargetu, minni stodugleika og hugsanlegrar
aukningar { sveigjanleika. Helstu dhrifapattir sem til-
greindir hafa verid eru, feerri saltbryr (sérstaklega milli
klasa eda 4 milli undireininga i samsettum prétein-
um), fekkun arématiskra vixlverkana, stekkun yfir-
bordslykkja og ferri prélin 1 slikum lykkjum, minni
vatnsfelni, veikari binding kalsium { bindiset, hag-
stedari vixlverkanir vid leysi vegna aukins fjolda
yfirbordshledslna (einkum neikvedra), minna grafid
oskautad yfirbord, og betra adgengi 6skautadra hépa
a yfirbordi [6,20,22-24].
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Préfun er hafin 4 nokkrum pessara tilgdtna sem
settar hafa verid fram um adlogun sameindabyggingar
ad kulda med pvi ad beita markvissum stokkbreyting-
um 4 ensimunum [42-47].

3.2. Mikilveaegi yfirbords proéteina

Peir byggingarpettir sem hvad oftast eru nefndir til
og taldir eru studla ad kuldaadlogun eru tengdir yfir-
bordi préteinanna (tafla 1). Efnafredilegir eiginleik-
ar peirra hépa sem mynda yfirbord préteina hljota ad
vera mikilvaegir fyrir hitastigsadlogun préteina, hvort
sem er ad hdu eda lagu hitastigi, pvi pessir hépar
eiga samskipti vid vatn, med vixlverkunum sem eru
mjog hitastigshddar, vegna breytinga { byggingu vatns-
ins [48-50]. Pannig virdist oft 4 tidum staerra hlutfall
adgengilegs yfirbords (e. accessible surface) kulda-
adlagadra préteina vera 6skautad [11, 14-16, 19] og
jafnframt herra hlutfall yfirbords hitapolinna préteina
vera skautad [51,52]. Hitaker, og b6 sérstaklega ofur-
hitakeer prétein, reynast einnig oft pakka hlidarkedj-
um péttar { kjarna bygginga sinna og hafa jafnframt
feerri og smerri holrdm, en petta eru byggingarpattir
sem ad ollum likindum leitast vid ad gera bygging-
ar peirra stifari [53]. Sum kuldaadlogud prétein reyn-
ast hins vegar hafa minni 6skautud (vatnsfelin) graf-
in svaedi, eda ad grafnir hlutar eru skautadri [14, 19].
Subtilisin-likur serin préteinasi dr kuldakerri Vibrio-
tegund (tafla 1) hefur svipad grafid yfirbord og sam-
stofna ensim dr midlungshitakerri (préteinasi K) og
hitakeerri 6rveru (thermitasi). Hins vegar er mun steerri
hluti pessa grafna yfirbords (e. buried surface) skaut-
ad { samanburdi vid vidmidunarensimin. Sterra graf-
10 6skautad yfirbord eykur vatnsfelnihrif og @tti pvi
ad studla ad meiri stodugleika préteinanna. 1 tilfelli
préteinasa K og thermitasa var pessi stodugleikaaukn-
ing metin 4 bilinu 5,3 til 15,6 kcal/mol [19]. A sama
hatt var metid fyrir kuldavirkan adenylat kinasa ad
minna grafid éskautad yfirbord geti numid um 4,0-
10,8 kcal/mol { veikingu vatnsfaelnihrifa { samanburdi
vid hitapolid ensim [14]. Jafnframt reyndist steerri
hluti yfirbords kuldakara préteinsins sem adgengi-
legt er leysi vera dskautad, i samanburdi vid midl-
ungshitakera og hitakaera ensimid [14]. Stodugleiki
kuldavirku ensimanna virdist pvi minna hadur vatns-
felnihrifum en samstofna ensimanna sem adlogud
eru harra hitastigi. Hvort minni vatnsfaelnihrif er leid
til ad adlaga byggingu préteina ad kulda er pé ekki
hagt ad fullyrda um, pvi { raun dregur tr drifkrafti
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Mynd 4. Samanburdur 4 prividdarbyggingu kuldavirka Vibrio-préteinasans (blatt) (pdb (Protein Data Bank) takn: 1SH7)
og samstofna hitapolna ensimsins thermitasa (rautt) (pdb tdkn: 1THM) (19). Einslitadar kulur tdkna kalsium jonir bundnar

ensimunum.

Tafla 1. Ahrifapattir kuldaadldgunar medal préteina tr kuldakzrum drverum samkvaemt samanburdi 4 prividdarmyndbygg-
ingu (kristalbyggingu) peirra og samstofna préteina adlogudum herra hitastigi.

Proétein

Liklegar asteedur kuldaadlogunar

a-amylasi

Triésa-fosphat isémerasi

Malat dehydrégenasi

Sitrat synthasi

Adenylat kinasi

Xylanasi

Subtilisin-likur préteinasi

Alkaliskur malmproteasi

Herra hlutfall vatnsfelinna hépa og lagra hlutfall hladinna amindsyra (sérstaklega Arg) 4
yfirbordi. Laegra hlutfall Pro { lykkjum/beygjum. Veikari hrif milli klasa (domains), ekki
sist vegna ferri Arg { slikum stodum. Veikari Ca-binding. Distlfid-tengi milli undireininga
ekki til stadar i kuldakera ensiminu [11]

Ein breyting Ala238 (i kuldakera) —Ser (i E. coli) 1 lykkju, eykur hitastodugleika um 5°C
(2x2 H-tengi), en lekkar Kcat /K, 3-8-falt [13]

Fearri/veikari jona-por (salt-bryr) a4 milli fjolpeptideininga (intersubunit) tvilidunnar.
Aukinn sveigjanleiki hlidarhdpa vid hvarfstod (medaltal B-gilda). Hagstedir hledslueig-
inleikar yfirbords, m.t.t. bindingar hvarfefnis og hjalparpattar (NADH). Sterra 6grafid
yfirbordsflatamdl. Grafid yfirbord meira skautad [15]

Opnari eda adgengilegri hvarfstod. Veikari hrif { snertiflotum undireininga (e. subunits)
tvilidunnar (jénapor). Lengri lykkjur, med meiri hledslu og feerri Pro. Herra hlutfall vatns-
felinna amindsyra adgengilegar leysi 4 yfirbordi. Meiri rafneikvedni yfirbords (?). Aukinn
sveigjanleiki smerri undireiningar { samanburdi vid pa steerri [16]

Minna grafid éskautad (vatnsfelid) yfirbordsflatarmadl, en sterra 6skautad yfirbord adgeng-
legt leysi [14]

Ferri saltbryr. Herra hlutfall vatnsfaelinna amindsyra adgengilegar leysi 4 yfirbordi. Aukinn
sveigjanleiki amindsyra { hvarfst6d (hlutfallsleg B-gildi). Minni rafneikvedni vid bindiset
(—]Km) [18]

Minna grafid 6skautad (vatnsfelid) yfirbordsflatarmdl, en sterra éskautad yfirrbord ad-
genglegt leysi. Aukin rafneikvadni 4 yfirbordi [19]

Herra hlutfall vatnsfelinna aminésyra 4 yfirbordi adgengilegar leysi pratt fyrir leegra hlut-
fall slikra aminosyra { heildarsamsetningu préteinsins. Eitt kalsfum bindiset ekki til stadar.
Betra adgengi 1 hvarfst6d [11]




Kuldaadlogun préteina

Tafla 2. Ahrif hitastigs 4 nokkra valda edliseiginleika vatns

Eiginleiki 0°C |[20°C |40°C |100°C
Dilelektriskur fasti | 87.90 | 80.20 | 73.17 | 55.51
Seigja (mPa s) 1793 | 1002 | 653.2 |281.8
Edlismassi (g cm ) | 0.9998 | 0.9982 | 0.9922 | 0.9584
Yfirbordsspenna 75.64 | 72.75 | 69.60 |58.91
(mNm~!

oreidudrifinna vatnsfelnihrifa med leekkun hitastigs.
Minni vatnsfelnihrif stafa einkum af aukinni reglu-
festu { byggingu vatns vid lagt hitastig [50]. Meiri
regla 1 byggingu vatns vid ldgt hitastig hefur pau
ahrif ad pad er varmafradilega “sidur 6hagstaett” fyrir
Oskautada hépa ad eiga samskipti vid vatn, hvort sem
er 4 yfirbordi svipmétads (p.e. sterra dskautad yfir-
bord) eda afmyndads forms (minna grafid 6skautad
yfirbord). Med 6drum ordum, med meiri reglufestu 1
byggingu vatns vid 14gt hitastig dregur hvort sem er
ur vatnsfelnihrifum og pvi eru pessir byggingareig-
inleikar fremur hlutlaus afleiding kuldaadlogunar, en
orsok ad breyttum eiginleika kuldaadlogudu prétein-
anna. A hvorn veginn sem er, ma @tla ad 6reidudrifin
vatnsfalnihrif gegni minna hlutverki fyrir stodugleika
préteinanna vid 14gt hitastig, sem gati studlad ad opn-
ari og e.t.v. hreyfanlegri myndbyggingu peirra [19].

Annar eiginleiki sem virdist einkenna morg kulda-
adlogud prétein er aukin rafneikvedni 4 yfirbordi
peirra (tafla 1). [ samanburdi vid samstofna ensim dr
lifverum sem adlagadar eru herra hitastigi eru kulda-
adlogud prétein yfirleitt anjénisk [6]. T samanburdi
vid vidmidunarensimin préteinasa K og thermitasa
er yfirbord kuldavirka Vibrio-préteinasans t.a.m. mun
rafneikvaedara (mynd 5). Hvort, eda hvernig, auk-
in yfirbordsrafneikvaedni hefur dhrif 4 kuldaadlogun
préteina er ekki vitad. Hins vegar hefur verid bent 4 ad
aukin hledsla 4 yfirbordi studli ad kuldaadlogun med
pvi ad auka styrk vixlverkana préteinyfirbordsins vid
vatnsleysinn [53]. Eins og ddur var nefnt 4 sér ad oll-
um likindum stad meiri reglufesta { vetnistengjabygg-
ingu vatns med laegra hitastigi. Endurspeglast petta
m.a. { heerri yfirbordsspennu og seigju vatnslausna med
leekkandi hitastigi (tafla 2).

Til ad leysa prétein { slikum leysi parf ad beita orku
sem ad stérum hluta felst { pvi ad rjifa hina reglu-
bundnu vetnistengja-byggingu { vatninu. Hvort eda
hversu 6hagstett petta ferli er varmafradilega, redst
af pvi hversu mikid af hinni topudu tengjaorku endur-
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Mynd 5. Samanburdur 4 yfirbordsrafmetti (e. electrostatic
surface potential) fyrir kuldavirka Vibrio-préteinasann (A)
og hitapolna samstofna ensimid thermitasa (B). Myndir til
haegri syna sameindina eftir 180° sndining um 160réttan ds
midad vid vinstri mynd. Jakvett rafmaetti er tjad med blaum
lit, en rafneikvaedni med raudum lit [19].

heimtist innan vatnsfasans og { vixlverkun vid hopa 4
préteininu. Hagstaed rathrif vid hladna hépa 4 yfirbordi
préteinsins gatu pvi verid mikilveg 1 ad vega upp
tapada tengjaorku 1 péttridnu vetnistengjakerfi vatns-
fasans, sérstaklega vid 14gt hitastig [53]. Meiri fjoldi
stakra hledsla 4 yfirbordi préteinanna kunna pvi ad
hluta ad skyrast med adlogun sameindanna ad breytt-
um eiginleikum vatns vid leegra hitastig. T raun m4
einnig ad hluta skyra aukna tidni jonapara sem oft reyn-
ast vera til stadar { byggingu hitakarra préteina sem
adlogun ad breyttum eiginleikum vatns med hitastigi.
Lekkun dielektrisks fasta vatns med herra hitastigi
leidir til pess ad myndun jénapara (saltbrda) verdur
varmafredilega hagstedara ferli, gagnstett pvi sem
kann ad eiga sér stad vid legra hitastig, par sem
kostnadurinn vid ad brjéta upp hrif stakra hledslna
vid tviskaut vatnssameinda (e. desolvation penalty)
veaeri meiri, en dvinningurinn af myndun saltbrdar milli
gagnstedra hledslna [54,55].

Logun og gerd yfirbords préteina gegna lykilhlut-
verki { eiginleikum peirra. Par fara fram samskipti
eda vixlverkun vid adrar sameindir, hvort sem pzr
eru hvarfefni ensima, bodefni af ymsum toga, onnur
prétein eda vatn. I 6llum samskiptum préteina vid
adrar sameindir gegnir vatn meginhlutverki, ef ekki
sem beinn ahrifavaldur, pA med pvi ad vera ttilokad.
Byggingareiginleikar vatns og vixlverkun vid éskaut-
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ada hépa préteina er grundvollur vatnsfelnihrifa,
sem er megindrifkraftur svipmétunar préteina og
stodugleika peirra. Vatn hefur einnig ahrif 4 styrk
tviskauta og hledsluhrifa, sem og bindingu t.a.m.
mdalmjona sem auka stodugleika byggingar préteina.
Bygging vatns og eiginleikar pess eru mjog breyti-
legir med hitastigi (tafla 2). [ peirri vidleitni ad leita
aukins skilnings 4 sameindafredilegum forsendum
hitastigsadlogunar préteina hljétum vid ad purfa ad
taka mid af pessum breytilegu eiginleikum vatns.
Liklegt er ad stor hluti adlogunar byggingar préteina
(ekki sist sveigjanleiki) ad mismunandi hitastigi felist
i adlogun peirra ad pessum hitastigshddu breytingum
i byggingu og eiginleikum vatns. Aukinn skilningur
(bekking) 4 vatnsbyggingu og samskiptum pess vid
prétein er pvi ad ollum likindum forsenda aukins
skilnings 4 kuldaadlogun préteina.

Summary: Our knowledge of the properties and the struc-
tural factors involved in cold-adaptation of enzymes from
psychrophilic organisms have increased considerably during
the last years. Cold-adapted enzymes usually have a higher
catalytic efficiency as compared to homologous enzymes
from organisms adapted to higher temperatures, but are also
more thermolabile. It has been suggested that increased
molecular flexibility of the these enzymes plays a central
role in their enhanced activity and also explains their dimin-
ished thermal stability. Relatively little is known however
about the nature of such proposed enhanced molecular move-
ments in cold-adaptation of enzymes. An increased number
of known three-dimensional structures of cold-adapted pro-
teins have been published during the last years. Comparisons
of these structures to those of available structures of homolo-
gous enzymes from organims adapted to higher temperatures
have provided valuable insights into the structural principles
which contribute to cold-adaptation. In this article results
from recent research in this area will be discussed.
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