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Agrip — Kuldaadlogun ensima er almennt talin tengd auknum innri hreyfanleika f byggingu peirra midad
vid ensim sem starfa vid heerri hitastig. Petta stafar m.a. af auknum sveigjanleika { meginstofni fjolpeptid-
kedjunnar. Stadbundinn sveigjanleika { ensimum er haegt ad skoda med rafeindaspunadémun (e. electron
paramagnetic resonance). I pessu verkefni voru ghrif stokkbreytinga i hvarfstéd kuldavirks fosfatasa 4
ensimeiginleika og sveigjanleika meald med pessari nystarlegu adferd. Stodugleiki metinn med malingum
4 gleypni hringskautads 1j6ss, par sem skautunarstefnu er vixlad milli hegri- eda vinstri-sninings. Helixar,
og 1 minna meli beta-fletir, gleypa einungis annan pdttinn af ljésinu vegna hendni og ma pannig fylgjast
med pegar innri byggingin raknar upp. Aminésyran Trp274 er talin mikilveg fyrir bindingu hvarfefnis.
Henni var breytt { lysin eda histidin. Badar stokkbreytingarnar ollu minni hvétunargetu og auknum st6d-
ugleika { hvarfst6d ensimsins. Pessar breytingar voru { samra@mi vid minni sveigjanleika stofnkedjunnar
nalegt hvarfstodinni, sem meldur var beint 1 stokkbrigdunum. Nidurstodurnar stydja pvi pa hugmynd ad

tengsl séu 4 milli hvotunar, stodugleika og sveigjanleika.

1. Inngangur

Kuldaadlagadar lifverur hafa purft ad préa med
sér ensim sem geta starfad vid adstedur par sem
varmaorka er af skornum skammti. Pessi ensim hafa
sameiginleg einkenni og ma par helst nefna meiri
hvotunarvirkni og minni hitastédugleika samanbor-
id vid ensim ur midlungshitakeerum lifverum [1,12,
3]. Hvotun ensima felur { sér, ad fjoldamorg tengi
purfa ad rofna og myndast vid ad binda hvarfefni
og umbreyta peim. Talid er ad kuldaadlogun ensima
felist ad miklu leyti { feekkun ésamgildra tengja inn-
an byggingar peirra sjalfra. Pessi fekkun tengja pyo-
ir, ad pau purfa minni varma til ad hreyfast 4 pann
hétt sem hvotunarferlid krefst. Nu er talid, ad eigin-
leika kuldavirkra ensima megi almennt rekja til auk-
ins byggingarlegs sveigjanleika midad vid ensim ur
midlungshitakerum lifverum, séu pau borin saman
vid eitt tiltekid hitastig [4,5]. Sveigjanleikinn er aft-
ur & moéti sambarilegur pegar hvort ensim um sig
er vid sitt ndttirulega umhverfishitastig. Sveigjanleiki
(e. flexibility) er hugtak sem er @tlad ad lysa pvi ad

morg hreyfiform 4 mismunandi timask6lum finnast
i ensimum, allt frd hrodu flokti tengja (10_12-10_15
sek.) til haegari hreyfinga stérra samliggjandi atém-
hépa (107'-1073 sek.) [6]. Ensimhvitun 4 sér stad
4 breidum timaskala og er alltaf tengd pessum innri
hreyfanleika préteina med einhverjum hetti, sem 4
pessari stundu er ekki mikid vitad um { smdatridum.

Innri hreyfanleika { ensimum [7, 8] m4 skoda med
rafeindaspunadémun (e. electron paramagnetic reson-
ance, EPR). Pessi tekni melir hreyfingar 4 nané-
sekindna timakvarda sem samsvarar sumum af peim
hreyfingum sem eiga sér stad vid hvotun ensima.
Adur en maling getur farid fram, er cystein aminé-
syru 1 préteininu breytt med pvi ad hvarfa vid hana
nitroxid spunamerkisameind (MTS), sem myndar
hlidarkedju sem kollud er R1 (mynd la). Mogulegt
er ad nota cystein hlidarkedju sem er pegar til stadar,
en yfirleitt parf fyrst ad innleida hana { aminésyrurdo-
ina med markvissum stokkbreytingum 4 pann stad par
sem mela 4 hreyfanleika.

R1 hlidarkedjan hefur 6parada rafeind, sem er sa
eiginleiki sem parf til ad mela rafeindaspunaémun.
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Mynd 1. (a) Hvarf pi6l-héps cysteins vid MTS spunamerki. Vid hvarfid myndast breytt nitroxid hlidarkedja,
R1. (b) Rafeindaspunar6f alkalisks fosfatasa dr Vibrio sp. kaldsjavarorveru eftir merkingu 4 Cys67, vid kjor-
adstedur (efra rof) og eftir afmyndun med pvagefni (nedra rof). Breidd efra réfsins er synd med 160réttum
linum. Breidd réfs og toppa eykst midad vid nedra r6fid, sem gefur til kynna heftan hreyfanleika spunamerk-
is vegna hluta préteinsins { ndgrenni pess. Form réfsins breytist Gr premur skorpum toppum, sem einkenna
frjalsan snining spunamerkis (nedri mynd), i gleidan midjutopp og leegri hlidartoppa. Vinstri toppurinn faerist
utar og klofnar. Hvor hluti gefur upplysingar um tvd moguleg astond spunamerkisins; éhreyfanlegan patt (i) og
hreyfanlegan patt (m), og er jafnvaegi par 4 milli eftir adstedum. (c¢) Studullinn Ms (e. scaled mobility factor)
tengist breidd midlinutoppsins { rafeindaspunaréfinu d eins og lyst er { adferdakafla. Jadarvidd réfsins er kollud

2A;,. Hin er minnst fyrir laust spunamerki (sja 1b).

R1 hlidarkedjan er mjog vidkvaem fyrir breytingum {
umhverfi sinu og pvi inniheldur rafeindaspunaréf R1
ndkvaemar og stadbundnar upplysingar um sveigjan-
leika og byggingu 4 spunamerkta stadnum [9]. Med
pvi ad greina linulogun rafeindaspunar6fsins ma fa
einfaldan malikvarda 4 hreyfanleika spunamerkisins.
Synt hefur verid fram 4, ad spunamerki sem tengt hef-
ur verid 4 yfirbordshelix préteins endurspegli adallega
sveigjanleika { stofnkedju ensimsins.

Alkaliskur fosfatasi (AP) ur kaldsjavarorverunni
Vibrio sp. er ensim sem hvatar vatnsrof fosfatestera og
synir eiginleika kuldaadlogunar, p.e. aukna hvotunar-
virkni og hita-6stodugleika. Amindsyruréd alkaliskra
fosfatasa er vel vardveitt og radir AP dr parmagerl-
inum Escherichia coli, spendyrum og sveppum syna
yfirleitt um 25-30% samrodun [10,11]. I Vibrio AP er
ein néttdruleg cystein leif (nefnd Cys67) sem stadsett
er 4 afar dhugaverdum stad ndlegt hvarfstodinni, og
er hiin notud { pessu verki [15,16,17]. Mynd 1b synir
pann mun { EPR réfi sem fast vid fullkomna afmynd-

Mynd 2. Hvarfstod Vibrio AP. Syndar eru malmjénirn-
ar prjar, kjarnsekirinn Ser65, Cys67 og Trp274 (fjélu-
bld). Trp274 var skipt 1t fyrir bedi 1ysin og histidin.

un Vibrio AP med pvagefni (urea) og hvernig mis-
munandi umhverfi spunamerkis R1 afostu vid Cys67
veldur breytingum i formgerd réfsins yst til vinstri.
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[ pessu verkefni var melt hvada ahrif sjust i
hreyfanleika kringum 4durnefnda cysteinleif, spuna-
merkta med R1, ef tryptéfani nimer 274 (tdknud med
W274) veri skipt ut fyrir annad hvort lysin (tdknud
med K) eda histidin (tdknud med H). Pannig fengjust
ensimafbrigdi sem varu { 6dru tilfellinu eins og AP
ur spendyrum en { hinu tilfellinu eins og E. coli AP
med tilliti til pessarar stadsetningar. Ahrif stokkbreyt-
inganna 4 hvotunareiginleika, stodugleika og sveigj-
anleika nalaegt hvarfstod voru skodud. Markmidid var
ad svara spurningunni um hvort stokkbreytingarnar
myndu breyta ensimeiginleikum Vibrio AP og hvort
ad hagt veeri ad tengja breytingarnar vid sveigjanleika
nalegt hvarfstodinni.

2. Efnividur og adferdir

Tjdning og hreinsun ensima for fram eins og lyst
er { [17]. Ensimin voru tjad med StrepTag peptidi
4 C-enda sem leidir til audveldrar hreinsunar { einu
skrefi med gripgreiningarskilju. Ensimvirkni Vibrio
AP afbrigdanna var meaeld vid pH 9,8 og 405 nm, par
sem fylgst var med vatnsrofi p-nitréfenyl fosfats { p-
nitréfendl og fosfatjon.

Stodugleiki hvarfstodvar var kannadur med pvi
ad mela virknitap { vidurvist afmyndara. Pvagefni
er pekktur afmyndari préteina og voru ensimafbrigd-
in latin liggja 1 ddalausnum med mismunandi styrk
pvagefnis vid pH 9,8 1 fjérar klukkustundir til pess ad
nd jafnvaegi. Ad pvi loknu var virkni ensimanna mald
likt og ad ofan, og frjdlsorka afmyndunar (AG,(H,0O))
reiknud fyrir afbrigdin ut fra nidurstodunum [18].

Til pess ad reikna varmafredilega studla sem
tengjast hvotun, var virkni Vibrio AP afbrigdanna
meld vid umfosférunaradstedur { dietandlaminlausn
vid pH 9,8 { vidurvist ofgnéttar af hvarfefni 4
hitastigsbilinu 5-25°C. Utfrd breytileika hvétunar-
fastans (kcy) med hitastigi var heaegt ad reikna
Arrheniusargrofin 4 mynd 3. Arrheniusargrofin voru
notud til pess ad reikna varmafraedilegu studlana
AG* AH* og AS* sem eru syndir { toflu 2 dsamt hvot-
unarfastanum (kcy) og virkjunarorku (E;) . Ad bessu
sinni var maldur umfosférunarhradi, p.e. ensimid lat-
i0 flytja fosférhépinn af hvarfefni 4 vidtokusameind
i stad vatns, sem { pessu tilfelli var dietanélamin.
Pannig faest mun hradara hvarf en ella.

Hitastodugleiki annars stigs byggingar (o-helixar
og P-fletir) Vibrio AP afbrigdanna var metinn med
pvi ad mala breytingu { hringskautunareiginleikum.
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Breyting 1 hringskautun ensimanna var meld vid 222
nm & hitastigssvidinu 20-90°C.

Spunamerking ensima var framkvaemd eins og
lyst er i [17]. Rafeindaspunaréf voru meld med
MiniScope MS-200 teki frd Magnettech (Pyskaland)
vid 25°C 4 10 ul ensimlausnum { 20 mM Tris, 10
mM MgCl,, pH 8,0. Studullinn Ms (e. scaled mobility

factor) er reiknadur ut fra breidd midlinutoppsins {
rafeindaspunardéfinu:

(Bexp =8 1)
Mg=-%_1 - 1
T B -5 W

par sem Ocyp er maeld breidd midlinutopps (mynd Ic),
og §,, og §; eru gildi dt frd r6fum spunamerkis med
6heftan og heftan snining [19]. Pessi studull er talinn
endurspegla vel hreyfanleika stofnkedju 4 peim stad
sem spunamerkid er tengt [19].

3. Nidurstodur og umrada
3.1. Stokkbreytingar

A mynd 2 sést hvarfstod AP med Trp274 (p.e. Gbreytt
villigerd) 4 peim stad sem var stokkbreytt { lysin
eda histidin. Myndin var gerd ut fra kristalsbyggingu
ensimsins sem nyverid var leyst [16]. Myndin syn-
ir einnig stadsetningu einu cystein amindsyrunnar i
ensiminu (sem spunamerkid var fest vid) og ndlegd
hennar vid kjarnsakna serinh6pinn, sem tekur virkan
patt 1 upphafi efnahvarfsins.

3.2. Hvéotunareiginleikar

Hvétunarfastinn key er maeldur s~ og endurspeglar
hversu hratt ensimid breytir hvarfefni { myndefni vid
mettandi adstaedur, en Ky; (Michaelis fasti) er meeldur
i molstyrk hvarfefnis (t.d. mM) og endurspeglar seekni
ensims 1 hvarfefni. Hlutfallid k.,/Ky1, oft nefnt hvot-
unargeta, tengir hrada efnahvarfs vid styrk hvarfefnis
og tekur til greina bada pettina. Pannig fest heild-
armelikvardi 4 hvotunargetu ensimsins vid edlilegar
adstedur, par sem hvarfefnistyrkur er ekki negilega
hér til ad mettun ndist.

Nidurstodur virknimealinga fyrir villigerdar-
ensimid og afbrigdin ma sja { toflu 1. Villigerdar-
ensimid syndi hastan hvotunarfasta med ke, = 775
s~!. Badar stokkbreytingarnar leiddu til leekkunar
hvotunarfastans, dn pess ad breyta mikid saekni 1
hvarfefni, par sem 61l Ky gildi voru innan skekkju-
marka. W274K afbrigdid syndi mesta lekkun {
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Tafla 1. Hvotunareiginleikar og stodugleiki Vibrio AP afbrigdanna. Hradafastar voru meldir vid 25°C vid
vatnsrofsadstedur med hvarfefninu p-nitrofenylfosfati. Hitastodugleiki (midgildi afmyndunar, Tp,) var meldur
med hringskautun vid 222 nm 4 hitastigsbilinu 20-90°C. Gildi fyrir AP tr E. coli eru til samanburdar [15].

Ensim Keat Km Keat/Km T AGy(H,0)
s™h (mM) (s~IM~1*10-6 °C (kcal/mél)

Villigerd 775+ 42 0,043 £ 0,008 18,0 50,5 + 0,1 5,6

W274K 242 + 45 0,041 £ 0,009 59 52,5+0,1 9,1

W274H 368 + 30 0,049 + 0,004 7,5 497 4+ 0,1 6,7

E. coli AP 38 £3 0,021 40,002 1,9 98,5 -

hvétunarfasta, eda 242 s~ midad vid 368 s! fyrir
W274H afbrigdid. Vid samberilegar vatnsrofsad-
stedur og sama hitastig (25°C) hefur AP ur E. coli
Kear = 38 57! 0g Ky = 0,02 mM. Bzdi villigerd Vibrio
AP og stokkbrigdin hafa pvi mun herri ke, heldur
en E. coli AP, sem er viobuid par sem sidarnefnda
lifveran lifir vid u.p.b. 37°C 1 pormum spendyra.
Gjarnan dregur verulega ur hreyfanleika ensima vid
kelingu sem birtist 1 minni starfsgetu. En annad
kemur einnig til. Rannséknir 4 hvotunareiginleikum
E. coli AP hafa synt ad hradatakmarkandi skrefid {
hvarfferlinu er losun Olifraens fosfats 1 lok hvarfsins,
sem er annad tveggja myndefna. Pad endurspeglast 1
hvétunarfastanum (Keae) [20]. I E. coli AP vixlverkar
Lys274 (sem er tolusetning Lys328 i E. coli AP)
vid fosfat h6ép hvarfefnisins { gegnum vatnssameind.
Buist var vid ad stokkbreytingin W274K myndi
breyta eiginleikum Vibrio AP { att ad eiginleikum
E. coli AP, og vissulega lakkadi hvdétunarfastinn.
S@knin { hvarfefnid (Ky) breyttist hins vegar ekki,
sem stydur pa nidurstodu ad jakved hledsla aminé-
syru nimer 274 tefji hvotunarferlid. Hun hlytur
pa ad hafa adra kosti, eins og vikid er ad sidar. i
60rum kuldavirkum alkaliskum fosfatasa, ur kald-
sjdvarorveru frd Sudurheimskautinu, var breytingin
W274K einnig innleidd i amin6syrurddina [21].
Nidurstodurnar voru { samremi vid okkar, p.e.
breytingin olli 50% minni hvarfhrada (60% 1 Vibrio
AP). Breytingin W274H hafdi mjog svipud dhrif og
W274K 4 hvotunareiginleika. T badum tilfellum gaeti
jédkvaed hluthledsla & amindsyrunum tafid brotthvarf
myndefnis sem er minushladid.

3.3. Heildarstoougleiki

Reiknad var hlutfall afmyndads ensims vid hvert
hitastig og pannig fengid mat 4 bredslumark (Ty,).
Bradslumork ensimanna md sja 1 toflu 1. W274K
breytingin jok hitastigsstodugleika en W274H spillti
hitastigsstodugleika Vibrio AP.

3.4. Stoougleiki hvarfstoovar

Mikill munur var 4 stodugleika hvarfstodvar { afbrigd-
unum eins og sjd ma 1 téflu 1. Virknitap hja villigerd-
inni atti sér stad vid ldgan styrk pvagefnis (<1 M)
en W274H afbrigdid hélt virkni ad 2-3 M styrk og
W274K afbrigdid ad 3-4 M styrk. Pessi aukni stodug-
leiki gaeti verid tilkominn vegna langdragra hledslu-
hrifa. Lysin hefur jdkveda hledslu sem getur einnig
vixlverkad vid nerliggjandi hledslur. Histidin er hins
vegar 6hladid vid pad syrustigi sem notad var hér. Ef
umhverfid inni { hvarfstodinni skapar hins vegar nei-
kvett rafsvid ndlaegt histidini, eda vetnistengjakerfi
fyrirfinnst { hvarfstodinni sem getur stutt vid prétoner-
ingu, pé geti histidin einnig borid jdkvada hledslu.

3.5. Varmafradi hvotunar

Hvétun kuldaadlagadra ensima byggist 4 hefileika
beirra til pess ad lekka virkjunarfrjdlsorku (AG¥)
i pvi efnahvarfi sem vid 4. Studullinn AG* er svo
samansettur af tveimur 0drum studlum, virkjunar-
varma (AH®) og virkjunaréreidu (AS*). Synt hef-
ur verid fram 4 ad meginleid ensima til kulda-
adlogunar felst 1 ad lekka AH* midad vid sam-
berileg ensim tr midlungshitakerum lifverum [22].
Peirri lekkun fylgir hins vegar alltaf haekkun i AS*.
Petta kallast varma-6reidu uppbétarahrif [1]. Ef ekki
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Tafla 2. Varmafradilegir studlar fyrir Vibrio atbrigdin. Gildin voru reiknud vid 10°C. Virkjunarorka (E,) var
akvordud 1t fra Arrheniusargrofunum 4 mynd 3. Varmafraedilegir studlar voru reiknadir samkvaemt adferd
Lonhienne et al. [22]. Mismunargildin syna melingar fyrir villigerd (v) minus stokkbrigdimelingar (s).

Afbrigdi  key E, AG* AH? TAS*  A(AGH),_s A(AH®),_s TA(AS*)y_s
(7 (kI/mél)  (kJ/mél)  (kI/mél)  (kI/mél) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
Villigerd 2389 39,8 50,9 37,4 -13,5 Vidmid Vidmid Vidmid
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
8 T T 98 ‘ '
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8 . 1 W
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Mynd 3.  Arrheniusargrof fyrir Vibrio afbrigdin.  Mynd 4. Ahrif hitastigs 4 Mg hreyfanleikastudul-

Breytileiki k¢, med hitastigi fyrir Vibrio afbrigdin
var meldur med p-nitréfenylfosfati 4 hitastigsbilinu
5-25°C. Villigerd (@), W274H (A) og W274K (H).
Ovissa gilda er undir 8%.

veri fyrir pessi ahrif, myndi lekkun i AH* um ad-
eins 20 kJmo6l~! leida til pess ad hradi efnahvarfs-
ins myndi aukast um fjorar sterdargradur (gefid ad
AS* sé 6breytt), sem er gjorsamlega éraunhzft. Einn
besti maelikvardinn 4 kuldaadlogun ensims er AH*,
pvi kuldavirk ensim leitast alltaf vid ad framkvema
hvorfin med sem legstum AH* kostnadi.

I toflu 2 sést ad W274K og W274H hofdu sam-
barileg ahrif 4 AG* gildi til hakkunar, sem lekk-
adi ke, umtalsvert svo sem 4dur var nefnt. Hins veg-
ar kom 1 1j6s, ad stokkbrigdin hofdu breytt AG* eft-
ir mismunandi leidum. W274H afbrigdid hafdi herra
AH*en villigerdin, en legra AS*. W274K stokkbrigd-
id hafdi aftur 4 méti lekkad AH* midad vid villigerd 4
kostnad byggingarlegs stodugleika, sem sést 4 auknu
6reidugildi (AS¥). Pvi m4 segja ad petta afbrigdi hafi
pau einkenni sem buiast ma vid ad gefi aukna kulda-

inn fyrir 67R1 1 Vibrio atbrigdunum. EPR r6f spuna-
merktra afbrigda voru meld vid 5-25 °C. Villigerd
(@), W274H (A) og W274K ().

eiginleika, pétt hvotunarfastinn sé legri en { villigerd-
inni. (Adrir pattir skipta einnig mali, p6 ad peir séu
ekki 1jésir nd).

3.6. Spunamerking og hreyfanleiki 67R1

Til pess ad athuga hvort tengsl vaeru 4 milli breytinga
i virkni og hreyfanleika ndlegt hvarfstodinni, spuna-
merktum vid Cys67 (sja mynd 2) med MTS spuna-
merkisameindinni og myndudum pannig hlidarkedj-
una 67R1. Hlidarkedjan er stadsett 4 sama helix og
virka aminésyran { Vibrio AP, Ser65 (mynd 2). Hin
er pvi 4 dkjoésanlegum stad til pess ad nema hugs-
anlegar breytingar i hreyfanleika sem verda af vold-
um stokkbreytinganna. Likanid synir ad stadsetning
hennar er 4 yfirbordshelix og pvi @ttu breytingar {
hreyfanleika spunamerkisins ad endurspegla breyt-
ingar { sveigjanleika stofnkedju. Eftir spunamerkingu,
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hélt ensimid eftir 95% af ensimvirkni og &hrifin
4 stodugleika annars stigs byggingar voru hverf-
andi [17]. Rafeindaspunaréf Vibrio AP afbrigdanna
voru meld og notud til pess ad meta hreyfanleika
spunamerkisins. Gréflega ma segja ad meiri breidd
i rafeindaspunar6fum endurspegli minni hreyfanleika
spunamerkisins (mynd 1b). Synt hefur verid fram 4 ad
einfaldur melikvardi 4 hreyfanleika R1 hépsins, sem
kallast Ms studullinn (e. scaled mobility factor), end-
urspegli vel stadbundinn sveigjanleika stofnkedjunn-
ar { adgengilegum yfirbordshelixum [19]. M studull-
inn er reiknadur ut frd midlinubreidd rafeindaspunar-
6fsins og tekur hann gildi 4 bilinu 0-1, par sem ndll
tdknar mjog heftan hreyfanleika og einn tdknar mik-
inn hreyfanleika. Kristalsbygging Vibrio AP synir ad
Cys67 er 4 adgengilegum helix og pvi ma gera rdd
fyrir ad M, studullinn fyrir 67R1 syni vel breytingar
i sveigjanleika stofnkedju. Mynd 4 synir breytileika
M; studulsins med hitastigi fra 5-25°C fyrir Vibrio af-
brigdin.

Mjog oliklegt er ad hlidarkedjan { stodu 274 geti
heft hreyfanleika spunamerkisins 67R1 med beinni
vixlverkun, t.d. { formi vetnistengja, badi vegna fjar-
leegdar og vegna rimlaegrar afstodu R1 og hlidarkedj-
unnar. Sa hefti hreyfanleiki sem kemur fram { legri
Ms studli (og lengri sniningstima) fyrir bedi stokk-
breyttu afbrigdin er pvi liklega tilkominn vegna hefts
hreyfanleika stofnkedjunnar. P6 ekki sé hagt ad uti-
loka einhvers konar langdrag hrif, t.d. vegna skaut-
unar eda hledsluvixlverkana, er liklegast ad stokk-
breytingarnar valdi breyttri upprodun 4 tenglaneti
mdlmjénanna, sem hafi dhrif 4 hreyfanleika 67R1 4
einhvern hatt og par med helixsins sem ber kjarn-
sekna hépinn, Ser65.

Nidurstodurnar syndu, ad markvissar stokkbreyt-
ingar geta valdid breytingum 4 eiginleikum AP
ensimsins med dkvednu mynstri. B&di W274K og
W274H stokkbrigdin syndu mikla lekkun 4 hvétun-
arfastanum midad vid villigerdina og jafnframt matti
sja aukinn stodugleika { hvarfstod 1 badum tilfellum.
bar nidurstddur eru { samremi vid mat 4 minnkudum
sveigjanleika ndlagt hvarfstod, sem vid framkvaemd-
um hér { fyrsta skipti vid H.I. med beinum maling-
um 4 rafeindaspunaémun. Mzlingar okkar voru mjog
stadbundnar og gefa pvi gbéda visbendingu um na-
in tengsl milli sveigjanleika, virkni og stodugleika.
Atlunin er ad nota pessa tekni til pess varpa betra
1j6si 4 tengsl sveigjanleika og kuldaadlogunar ensima
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i ndinni framtid. Segja ma, ad nidurstodur okkar hafi
styrkt stodir kenningarinnar um aukinn sveigjanleika
kuldavirkra ensima.

Pakkir

Hofundar pakka Rannséknasjédi Haskéla Islands
og Rannsdknasjédi i umsja Rannséknamidstodvar
Islands fyrir fjarhagslegan studning vid verkefnid.
Professor Snorra Por Sigurdssyni er pakkadur ad-
gangur ad meliteki fyrir rafeindaspunadmun (e.
electron paramagnetic resonance).
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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-
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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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