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Ágrip – Kuldaaðlögun ensíma er almennt talin tengd auknum innri hreyfanleika í byggingu þeirra miðað
við ensím sem starfa við hærri hitastig. Þetta stafar m.a. af auknum sveigjanleika í meginstofni fjölpeptíð-
keðjunnar. Staðbundinn sveigjanleika í ensímum er hægt að skoða með rafeindaspunaómun (e. electron
paramagnetic resonance). Í þessu verkefni voru áhrif stökkbreytinga í hvarfstöð kuldavirks fosfatasa á
ensímeiginleika og sveigjanleika mæld með þessari nýstárlegu aðferð. Stöðugleiki metinn með mælingum
á gleypni hringskautaðs ljóss, þar sem skautunarstefnu er víxlað milli hægri- eða vinstri-snúnings. Helixar,
og í minna mæli beta-fletir, gleypa einungis annan þáttinn af ljósinu vegna hendni og má þannig fylgjast
með þegar innri byggingin raknar upp. Amínósýran Trp274 er talin mikilvæg fyrir bindingu hvarfefnis.
Henni var breytt í lýsín eða histidín. Báðar stökkbreytingarnar ollu minni hvötunargetu og auknum stöð-
ugleika í hvarfstöð ensímsins. Þessar breytingar voru í samræmi við minni sveigjanleika stofnkeðjunnar
nálægt hvarfstöðinni, sem mældur var beint í stökkbrigðunum. Niðurstöðurnar styðja því þá hugmynd að
tengsl séu á milli hvötunar, stöðugleika og sveigjanleika.

1. Inngangur

Kuldaaðlagaðar lífverur hafa þurft að þróa með
sér ensím sem geta starfað við aðstæður þar sem
varmaorka er af skornum skammti. Þessi ensím hafa
sameiginleg einkenni og má þar helst nefna meiri
hvötunarvirkni og minni hitastöðugleika samanbor-
ið við ensím úr miðlungshitakærum lífverum [1, 2,
3]. Hvötun ensíma felur í sér, að fjöldamörg tengi
þurfa að rofna og myndast við að binda hvarfefni
og umbreyta þeim. Talið er að kuldaaðlögun ensíma
felist að miklu leyti í fækkun ósamgildra tengja inn-
an byggingar þeirra sjálfra. Þessi fækkun tengja þýð-
ir, að þau þurfa minni varma til að hreyfast á þann
hátt sem hvötunarferlið krefst. Nú er talið, að eigin-
leika kuldavirkra ensíma megi almennt rekja til auk-
ins byggingarlegs sveigjanleika miðað við ensím úr
miðlungshitakærum lífverum, séu þau borin saman
við eitt tiltekið hitastig [4, 5]. Sveigjanleikinn er aft-
ur á móti sambærilegur þegar hvort ensím um sig
er við sitt náttúrulega umhverfishitastig. Sveigjanleiki
(e. flexibility) er hugtak sem er ætlað að lýsa því að

mörg hreyfiform á mismunandi tímaskölum finnast
í ensímum, allt frá hröðu flökti tengja (10−12-10−15

sek.) til hægari hreyfinga stórra samliggjandi atóm-
hópa (10−1-10−3 sek.) [6]. Ensímhvötun á sér stað
á breiðum tímaskala og er alltaf tengd þessum innri
hreyfanleika próteina með einhverjum hætti, sem á
þessari stundu er ekki mikið vitað um í smáatriðum.

Innri hreyfanleika í ensímum [7,8] má skoða með
rafeindaspunaómun (e. electron paramagnetic reson-
ance, EPR). Þessi tækni mælir hreyfingar á nanó-
sekúndna tímakvarða sem samsvarar sumum af þeim
hreyfingum sem eiga sér stað við hvötun ensíma.
Áður en mæling getur farið fram, er cystein amínó-
sýru í próteininu breytt með því að hvarfa við hana
nítroxíð spunamerkisameind (MTS), sem myndar
hliðarkeðju sem kölluð er R1 (mynd 1a). Mögulegt
er að nota cystein hliðarkeðju sem er þegar til staðar,
en yfirleitt þarf fyrst að innleiða hana í amínósýruröð-
ina með markvissum stökkbreytingum á þann stað þar
sem mæla á hreyfanleika.

R1 hliðarkeðjan hefur óparaða rafeind, sem er sá
eiginleiki sem þarf til að mæla rafeindaspunaómun.
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Mynd 1. (a) Hvarf þíól-hóps cysteins við MTS spunamerki. Við hvarfið myndast breytt nítroxíð hliðarkeðja,
R1. (b) Rafeindaspunaróf alkalísks fosfatasa úr Vibrio sp. kaldsjávarörveru eftir merkingu á Cys67, við kjör-
aðstæður (efra róf) og eftir afmyndun með þvagefni (neðra róf). Breidd efra rófsins er sýnd með lóðréttum
línum. Breidd rófs og toppa eykst miðað við neðra rófið, sem gefur til kynna heftan hreyfanleika spunamerk-
is vegna hluta próteinsins í nágrenni þess. Form rófsins breytist úr þremur skörpum toppum, sem einkenna
frjálsan snúning spunamerkis (neðri mynd), í gleiðan miðjutopp og lægri hliðartoppa. Vinstri toppurinn færist
utar og klofnar. Hvor hluti gefur upplýsingar um tvö möguleg ástönd spunamerkisins; óhreyfanlegan þátt (i) og
hreyfanlegan þátt (m), og er jafnvægi þar á milli eftir aðstæðum. (c) Stuðullinn Ms (e. scaled mobility factor)
tengist breidd miðlínutoppsins í rafeindaspunarófinu δ eins og lýst er í aðferðakafla. Jaðarvídd rófsins er kölluð
2Azz. Hún er minnst fyrir laust spunamerki (sjá 1b).

R1 hliðarkeðjan er mjög viðkvæm fyrir breytingum í
umhverfi sínu og því inniheldur rafeindaspunaróf R1
nákvæmar og staðbundnar upplýsingar um sveigjan-
leika og byggingu á spunamerkta staðnum [9]. Með
því að greina línulögun rafeindaspunarófsins má fá
einfaldan mælikvarða á hreyfanleika spunamerkisins.
Sýnt hefur verið fram á, að spunamerki sem tengt hef-
ur verið á yfirborðshelix próteins endurspegli aðallega
sveigjanleika í stofnkeðju ensímsins.

Alkalískur fosfatasi (AP) úr kaldsjávarörverunni
Vibrio sp. er ensím sem hvatar vatnsrof fosfatestera og
sýnir eiginleika kuldaaðlögunar, þ.e. aukna hvötunar-
virkni og hita-óstöðugleika. Amínósýruröð alkalískra
fosfatasa er vel varðveitt og raðir AP úr þarmagerl-
inum Escherichia coli, spendýrum og sveppum sýna
yfirleitt um 25-30% samröðun [10,11]. Í Vibrio AP er
ein náttúruleg cystein leif (nefnd Cys67) sem staðsett
er á afar áhugaverðum stað nálægt hvarfstöðinni, og
er hún notuð í þessu verki [15,16,17]. Mynd 1b sýnir
þann mun í EPR rófi sem fæst við fullkomna afmynd-

Mynd 2.Hvarfstöð VibrioAP. Sýndar eru málmjónirn-
ar þrjár, kjarnsækirinn Ser65, Cys67 og Trp274 (fjólu-
blá). Trp274 var skipt út fyrir bæði lýsín og histidín.

un Vibrio AP með þvagefni (urea) og hvernig mis-
munandi umhverfi spunamerkis R1 áföstu við Cys67
veldur breytingum í formgerð rófsins yst til vinstri.
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Í þessu verkefni var mælt hvaða áhrif sæjust í
hreyfanleika kringum áðurnefnda cysteinleif, spuna-
merkta með R1, ef tryptófani númer 274 (táknuð með
W274) væri skipt út fyrir annað hvort lýsín (táknuð
með K) eða histidín (táknuð með H). Þannig fengjust
ensímafbrigði sem væru í öðru tilfellinu eins og AP
úr spendýrum en í hinu tilfellinu eins og E. coli AP
með tilliti til þessarar staðsetningar. Áhrif stökkbreyt-
inganna á hvötunareiginleika, stöðugleika og sveigj-
anleika nálægt hvarfstöð voru skoðuð. Markmiðið var
að svara spurningunni um hvort stökkbreytingarnar
myndu breyta ensímeiginleikum Vibrio AP og hvort
að hægt væri að tengja breytingarnar við sveigjanleika
nálægt hvarfstöðinni.

2. Efniviður og aðferðir

Tjáning og hreinsun ensíma fór fram eins og lýst
er í [17]. Ensímin voru tjáð með StrepTag peptíði
á C-enda sem leiðir til auðveldrar hreinsunar í einu
skrefi með gripgreiningarskilju. Ensímvirkni Vibrio
AP afbrigðanna var mæld við pH 9,8 og 405 nm, þar
sem fylgst var með vatnsrofi p-nítrófenýl fosfats í p-
nítrófenól og fosfatjón.

Stöðugleiki hvarfstöðvar var kannaður með því
að mæla virknitap í viðurvist afmyndara. Þvagefni
er þekktur afmyndari próteina og voru ensímafbrigð-
in látin liggja í dúalausnum með mismunandi styrk
þvagefnis við pH 9,8 í fjórar klukkustundir til þess að
ná jafnvægi. Að því loknu var virkni ensímanna mæld
líkt og að ofan, og frjálsorka afmyndunar (∆Gu(H2O))
reiknuð fyrir afbrigðin út frá niðurstöðunum [18].

Til þess að reikna varmafræðilega stuðla sem
tengjast hvötun, var virkni Vibrio AP afbrigðanna
mæld við umfosfórunaraðstæður í díetanólamínlausn
við pH 9,8 í viðurvist ofgnóttar af hvarfefni á
hitastigsbilinu 5-25◦C. Útfrá breytileika hvötunar-
fastans (kcat) með hitastigi var hægt að reikna
Arrheniusargröfin á mynd 3. Arrheniusargröfin voru
notuð til þess að reikna varmafræðilegu stuðlana
∆G#,∆H# og ∆S# sem eru sýndir í töflu 2 ásamt hvöt-
unarfastanum (kcat) og virkjunarorku (Ea) . Að þessu
sinni var mældur umfosfórunarhraði, þ.e. ensímið lát-
ið flytja fosfórhópinn af hvarfefni á viðtökusameind
í stað vatns, sem í þessu tilfelli var díetanólamín.
Þannig fæst mun hraðara hvarf en ella.

Hitastöðugleiki annars stigs byggingar (α-helixar
og β-fletir) Vibrio AP afbrigðanna var metinn með
því að mæla breytingu í hringskautunareiginleikum.

Breyting í hringskautun ensímanna var mæld við 222
nm á hitastigssviðinu 20-90◦C.

Spunamerking ensíma var framkvæmd eins og
lýst er í [17]. Rafeindaspunaróf voru mæld með
MiniScope MS-200 tæki frá Magnettech (Þýskaland)
við 25◦C á 10 µL ensímlausnum í 20 mM Tris, 10
mMMgCl2, pH 8,0. Stuðullinn Ms (e. scaled mobility
factor) er reiknaður út frá breidd miðlínutoppsins í
rafeindaspunarófinu:

MS =
(δ−1

exp−δ−1
i )

(δ−1
m −δ−1

i )
(1)

þar sem δexp er mæld breidd miðlínutopps (mynd 1c),
og δm og δi eru gildi út frá rófum spunamerkis með
óheftan og heftan snúning [19]. Þessi stuðull er talinn
endurspegla vel hreyfanleika stofnkeðju á þeim stað
sem spunamerkið er tengt [19].

3. Niðurstöður og umræða

3.1. Stökkbreytingar

Á mynd 2 sést hvarfstöð AP með Trp274 (þ.e. óbreytt
villigerð) á þeim stað sem var stökkbreytt í lýsín
eða histidín. Myndin var gerð út frá kristalsbyggingu
ensímsins sem nýverið var leyst [16]. Myndin sýn-
ir einnig staðsetningu einu cystein amínósýrunnar í
ensíminu (sem spunamerkið var fest við) og nálægð
hennar við kjarnsækna serínhópinn, sem tekur virkan
þátt í upphafi efnahvarfsins.

3.2. Hvötunareiginleikar

Hvötunarfastinn kcat er mældur í s−1 og endurspeglar
hversu hratt ensímið breytir hvarfefni í myndefni við
mettandi aðstæður, en KM (Michaelis fasti) er mældur
í mólstyrk hvarfefnis (t.d. mM) og endurspeglar sækni
ensíms í hvarfefni. Hlutfallið kcat/KM, oft nefnt hvöt-
unargeta, tengir hraða efnahvarfs við styrk hvarfefnis
og tekur til greina báða þættina. Þannig fæst heild-
armælikvarði á hvötunargetu ensímsins við eðlilegar
aðstæður, þar sem hvarfefnistyrkur er ekki nægilega
hár til að mettun náist.

Niðurstöður virknimælinga fyrir villigerðar-
ensímið og afbrigðin má sjá í töflu 1. Villigerðar-
ensímið sýndi hæstan hvötunarfasta með kcat = 775
s−1. Báðar stökkbreytingarnar leiddu til lækkunar
hvötunarfastans, án þess að breyta mikið sækni í
hvarfefni, þar sem öll KM gildi voru innan skekkju-
marka. W274K afbrigðið sýndi mesta lækkun í
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Tafla 1. Hvötunareiginleikar og stöðugleiki Vibrio AP afbrigðanna. Hraðafastar voru mældir við 25◦C við
vatnsrofsaðstæður með hvarfefninu p-nítrofenýlfosfati. Hitastöðugleiki (miðgildi afmyndunar, Tm) var mældur
með hringskautun við 222 nm á hitastigsbilinu 20-90◦C. Gildi fyrir AP úr E. coli eru til samanburðar [15].

Ensím kcat KM kcat/KM Tm ∆Gu(H2O)

(s−1) (mM) (s−1M−1)*10−6 ◦C (kcal/mól)

Villigerð 775± 42 0,043 ± 0,008 18,0 50,5 ± 0,1 5,6

W274K 242 ± 45 0,041 ± 0,009 5,9 52,5 ± 0,1 9,1

W274H 368 ± 30 0,049 ± 0,004 7,5 49,7 ± 0,1 6,7

E. coli AP 38 ±3 0,021 ±0,002 1,9 98,5 –

hvötunarfasta, eða 242 s−1 miðað við 368 s−1 fyrir
W274H afbrigðið. Við sambærilegar vatnsrofsað-
stæður og sama hitastig (25◦C) hefur AP úr E. coli
kcat = 38 s−1 og KM = 0,02 mM. Bæði villigerð Vibrio
AP og stökkbrigðin hafa því mun hærri kcat heldur
en E. coli AP, sem er viðbúið þar sem síðarnefnda
lífveran lifir við u.þ.b. 37◦C í þörmum spendýra.
Gjarnan dregur verulega úr hreyfanleika ensíma við
kælingu sem birtist í minni starfsgetu. En annað
kemur einnig til. Rannsóknir á hvötunareiginleikum
E. coli AP hafa sýnt að hraðatakmarkandi skrefið í
hvarfferlinu er losun ólífræns fosfats í lok hvarfsins,
sem er annað tveggja myndefna. Það endurspeglast í
hvötunarfastanum (kcat) [20]. Í E. coli AP víxlverkar
Lys274 (sem er tölusetning Lys328 í E. coli AP)
við fosfat hóp hvarfefnisins í gegnum vatnssameind.
Búist var við að stökkbreytingin W274K myndi
breyta eiginleikum Vibrio AP í átt að eiginleikum
E. coli AP, og vissulega lækkaði hvötunarfastinn.
Sæknin í hvarfefnið (KM) breyttist hins vegar ekki,
sem styður þá niðurstöðu að jákvæð hleðsla amínó-
sýru númer 274 tefji hvötunarferlið. Hún hlýtur
þá að hafa aðra kosti, eins og vikið er að síðar. Í
öðrum kuldavirkum alkalískum fosfatasa, úr kald-
sjávarörveru frá Suðurheimskautinu, var breytingin
W274K einnig innleidd í amínósýruröðina [21].
Niðurstöðurnar voru í samræmi við okkar, þ.e.
breytingin olli 50% minni hvarfhraða (60% í Vibrio
AP). Breytingin W274H hafði mjög svipuð áhrif og
W274K á hvötunareiginleika. Í báðum tilfellum gæti
jákvæð hluthleðsla á amínósýrunum tafið brotthvarf
myndefnis sem er mínushlaðið.

3.3. Heildarstöðugleiki

Reiknað var hlutfall afmyndaðs ensíms við hvert
hitastig og þannig fengið mat á bræðslumark (Tm).
Bræðslumörk ensímanna má sjá í töflu 1. W274K
breytingin jók hitastigsstöðugleika en W274H spillti
hitastigsstöðugleika Vibrio AP.

3.4. Stöðugleiki hvarfstöðvar

Mikill munur var á stöðugleika hvarfstöðvar í afbrigð-
unum eins og sjá má í töflu 1. Virknitap hjá villigerð-
inni átti sér stað við lágan styrk þvagefnis (<1 M)
en W274H afbrigðið hélt virkni að 2-3 M styrk og
W274K afbrigðið að 3-4 M styrk. Þessi aukni stöðug-
leiki gæti verið tilkominn vegna langdrægra hleðslu-
hrifa. Lýsín hefur jákvæða hleðslu sem getur einnig
víxlverkað við nærliggjandi hleðslur. Histidín er hins
vegar óhlaðið við það sýrustigi sem notað var hér. Ef
umhverfið inni í hvarfstöðinni skapar hins vegar nei-
kvætt rafsvið nálægt histidíni, eða vetnistengjakerfi
fyrirfinnst í hvarfstöðinni sem getur stutt við prótóner-
ingu, þá gæti histidín einnig borið jákvæða hleðslu.

3.5. Varmafræði hvötunar

Hvötun kuldaaðlagaðra ensíma byggist á hæfileika
þeirra til þess að lækka virkjunarfrjálsorku (∆G#)
í því efnahvarfi sem við á. Stuðullinn ∆G# er svo
samansettur af tveimur öðrum stuðlum, virkjunar-
varma (∆H#) og virkjunaróreiðu (∆S#). Sýnt hef-
ur verið fram á að meginleið ensíma til kulda-
aðlögunar felst í að lækka ∆H# miðað við sam-
bærileg ensím úr miðlungshitakærum lífverum [22].
Þeirri lækkun fylgir hins vegar alltaf hækkun í ∆S#.
Þetta kallast varma-óreiðu uppbótaráhrif [1]. Ef ekki
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Tafla 2. Varmafræðilegir stuðlar fyrir Vibrio afbrigðin. Gildin voru reiknuð við 10◦C. Virkjunarorka (Ea) var
ákvörðuð út frá Arrheniusargröfunum á mynd 3. Varmafræðilegir stuðlar voru reiknaðir samkvæmt aðferð
Lonhienne et al. [22]. Mismunargildin sýna mælingar fyrir villigerð (v) mínus stökkbrigðimælingar (s).

Afbrigði kcat Ea ∆G# ∆H# T∆S# ∆(∆G#)v−s ∆(∆H#)v−s T∆(∆S#)v−s

(s−1) (kJ/mól) (kJ/mól) (kJ/mól) (kJ/mól) (kJ/mól) (kJ/mól) (kJ/mól)

Villigerð 2389 39,8 50,9 37,4 -13,5 Viðmið Viðmið Viðmið
W274K 1102 37,0 52,7 34,6 -18,1 -1,8 2,8 -4,5
W274H 1372 44,9 52,2 42,6 -9,6 -1,3 -5,1 3,9

Mynd 3. Arrheniusargröf fyrir Vibrio afbrigðin.
Breytileiki kcat með hitastigi fyrir Vibrio afbrigðin
var mældur með p-nítrófenýlfosfati á hitastigsbilinu
5-25◦C. Villigerð (l), W274H (s) og W274K (n).
Óvissa gilda er undir 8%.

væri fyrir þessi áhrif, myndi lækkun í ∆H# um að-
eins 20 kJmól−1 leiða til þess að hraði efnahvarfs-
ins myndi aukast um fjórar stærðargráður (gefið að
∆S# sé óbreytt), sem er gjörsamlega óraunhæft. Einn
besti mælikvarðinn á kuldaaðlögun ensíms er ∆H#,
því kuldavirk ensím leitast alltaf við að framkvæma
hvörfin með sem lægstum ∆H# kostnaði.

Í töflu 2 sést að W274K og W274H höfðu sam-
bærileg áhrif á ∆G# gildi til hækkunar, sem lækk-
aði kcat umtalsvert svo sem áður var nefnt. Hins veg-
ar kom í ljós, að stökkbrigðin höfðu breytt ∆G# eft-
ir mismunandi leiðum. W274H afbrigðið hafði hærra
∆H#en villigerðin, en lægra ∆S#. W274K stökkbrigð-
ið hafði aftur á móti lækkað ∆H# miðað við villigerð á
kostnað byggingarlegs stöðugleika, sem sést á auknu
óreiðugildi (∆S#). Því má segja að þetta afbrigði hafi
þau einkenni sem búast má við að gefi aukna kulda-

Mynd 4. Áhrif hitastigs á MS hreyfanleikastuðul-
inn fyrir 67R1 í Vibrio afbrigðunum. EPR róf spuna-
merktra afbrigða voru mæld við 5-25 ◦C. Villigerð
(l), W274H (s) og W274K (n).

eiginleika, þótt hvötunarfastinn sé lægri en í villigerð-
inni. (Aðrir þættir skipta einnig máli, þó að þeir séu
ekki ljósir nú).

3.6. Spunamerking og hreyfanleiki 67R1

Til þess að athuga hvort tengsl væru á milli breytinga
í virkni og hreyfanleika nálægt hvarfstöðinni, spuna-
merktum við Cys67 (sjá mynd 2) með MTS spuna-
merkisameindinni og mynduðum þannig hliðarkeðj-
una 67R1. Hliðarkeðjan er staðsett á sama helix og
virka amínósýran í Vibrio AP, Ser65 (mynd 2). Hún
er því á ákjósanlegum stað til þess að nema hugs-
anlegar breytingar í hreyfanleika sem verða af völd-
um stökkbreytinganna. Líkanið sýnir að staðsetning
hennar er á yfirborðshelix og því ættu breytingar í
hreyfanleika spunamerkisins að endurspegla breyt-
ingar í sveigjanleika stofnkeðju. Eftir spunamerkingu,
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hélt ensímið eftir 95% af ensímvirkni og áhrifin
á stöðugleika annars stigs byggingar voru hverf-
andi [17]. Rafeindaspunaróf Vibrio AP afbrigðanna
voru mæld og notuð til þess að meta hreyfanleika
spunamerkisins. Gróflega má segja að meiri breidd
í rafeindaspunarófum endurspegli minni hreyfanleika
spunamerkisins (mynd 1b). Sýnt hefur verið fram á að
einfaldur mælikvarði á hreyfanleika R1 hópsins, sem
kallast Ms stuðullinn (e. scaled mobility factor), end-
urspegli vel staðbundinn sveigjanleika stofnkeðjunn-
ar í aðgengilegum yfirborðshelixum [19]. Ms stuðull-
inn er reiknaður út frá miðlínubreidd rafeindaspunar-
ófsins og tekur hann gildi á bilinu 0-1, þar sem núll
táknar mjög heftan hreyfanleika og einn táknar mik-
inn hreyfanleika. Kristalsbygging Vibrio AP sýnir að
Cys67 er á aðgengilegum helix og því má gera ráð
fyrir að Ms stuðullinn fyrir 67R1 sýni vel breytingar
í sveigjanleika stofnkeðju. Mynd 4 sýnir breytileika
Ms stuðulsins með hitastigi frá 5-25◦C fyrir Vibrio af-
brigðin.

Mjög ólíklegt er að hliðarkeðjan í stöðu 274 geti
heft hreyfanleika spunamerkisins 67R1 með beinni
víxlverkun, t.d. í formi vetnistengja, bæði vegna fjar-
lægðar og vegna rúmlægrar afstöðu R1 og hliðarkeðj-
unnar. Sá hefti hreyfanleiki sem kemur fram í lægri
Ms stuðli (og lengri snúningstíma) fyrir bæði stökk-
breyttu afbrigðin er því líklega tilkominn vegna hefts
hreyfanleika stofnkeðjunnar. Þó ekki sé hægt að úti-
loka einhvers konar langdræg hrif, t.d. vegna skaut-
unar eða hleðsluvíxlverkana, er líklegast að stökk-
breytingarnar valdi breyttri uppröðun á tenglaneti
málmjónanna, sem hafi áhrif á hreyfanleika 67R1 á
einhvern hátt og þar með helixsins sem ber kjarn-
sækna hópinn, Ser65.

Niðurstöðurnar sýndu, að markvissar stökkbreyt-
ingar geta valdið breytingum á eiginleikum AP
ensímsins með ákveðnu mynstri. Bæði W274K og
W274H stökkbrigðin sýndu mikla lækkun á hvötun-
arfastanum miðað við villigerðina og jafnframt mátti
sjá aukinn stöðugleika í hvarfstöð í báðum tilfellum.
Þær niðurstöður eru í samræmi við mat á minnkuðum
sveigjanleika nálægt hvarfstöð, sem við framkvæmd-
um hér í fyrsta skipti við H.Í. með beinum mæling-
um á rafeindaspunaómun. Mælingar okkar voru mjög
staðbundnar og gefa því góða vísbendingu um ná-
in tengsl milli sveigjanleika, virkni og stöðugleika.
Ætlunin er að nota þessa tækni til þess varpa betra
ljósi á tengsl sveigjanleika og kuldaaðlögunar ensíma

í náinni framtíð. Segja má, að niðurstöður okkar hafi
styrkt stoðir kenningarinnar um aukinn sveigjanleika
kuldavirkra ensíma.
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Summary: The adaptation of enzymes to low tempera-
ture is believed to be coupled to structural dynamics when
compared to enzymes from mesophilic organisms. This is
in part due to increased flexibility along the polypeptide
backbone. Electron paramagnetic resonance (EPR) spec-

troscopy can be used in conjunction with site-directed spin-
labelling to report on local dynamics in proteins. The ef-
fects of mutation in the active site of a cold-adapted alka-
line phosphatase were measured using this novel method.
The residue Trp274, which has been shown to be impor-
tant for substrate binding, was substituted with a lysine or
histidine. Both mutations caused decreased catalytic effi-
ciency and increased stability in the enzyme’s active site.
These changes correlated with decreased backbone flexibil-
ity close to the active site in both variants. The results sup-
port the notion that catalysis, stability, and backbone flexi-
bility are interconnected
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