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Svensk summering

Cytokromoxidas katalyserar reduktionen av molekylärt syre till vatten. Energin som frigörs i
den här processen används för att förflytta protoner "motströms" över ett energiöverförande
biologiskt membran, vilket i sin tur möjliggör syntes av ATP. Sett till den nyckelroll som
protonöverföringen  har,  så  har  det  forskats  utförligt  på  det  här  enzymet  för  flertalet
organismer.  Fastän  många  proteiner  i  cytokromoxidas  superfamilj  har  karaktäriserats
strukturellt, så har ingen tidsupplöst information av detaljerna för hur elektronöverföringen är
kopplad till protonöverföring erhållits. 

Den  miljardfaldiga  ökningen  av  röntgenstrålningens  briljans  hos  frielektronslasrar,  i
kombination med utvecklingen av seriell röntgenkristallografi, har föranlett möjligheterna för
strukturbestämning av proteiner vid rumstemperatur. Det har i sin tur har banat vägen för
studier av mätningar av ultrasnabba reaktioner hos proteiner. I ett försök att ta fältet vidare
från  ljuskänsliga  proteiner,  så  har  det  långsiktiga  forskningsmålet  i  våran  grupp varit  att
använda  tidsupplöst  seriell  femtosekundsröntgenkristallografi  för  att  göra  en  utförlig
strukturell undersökning av cytokromoxidasmekanismen. 

Som  ett  första  steg  utfördes  en  tidsupplöst  strukturell  studie  av  den  laserinducerade
fotodissociationen av kolmonoxid från det  aktiva sätet  hos  det  reducerade bakteriella  ba3
cytokromoxidaset, varpå de strukturella händelserna följdes i tiden. I en uppföljande studie
följer vi de strukturella förändringarna då enzymet reagerar med molekylärt syre som frigörs
från  ett  koboltbaserat  komplex  vid  laserilluminering.  Som  ett  steg  mot  att  utnyttja
synkrotronstrålning  samt  att  sänka  introduktionströskeln  för  synkrotronbaserad  seriell
röntgenkristallografi,  har vi  designat  samt experimentellt  validerat  en flödescell för  seriell
röntgenkristallografi  vid  rumstemperatur.  Slutligen  så  har  vi  använt  oss  av
röntgenabsorptionsspektroskopi  för  att  undersöka  elektronkonfiguration  samt
koordinationsgeometri  för  de  järn-  samt  kopparinnehållande  kofaktorerna  i  oxidasets  lika
redoxtillstånd.  Kvalitativ  analys  med  röntgenabsorption  nära  kantstrukturer  samt
teoribaserade  modeller  för  utökad  röntgenabsorptionsfinstruktur  understryker  skillnader
mellan analyserade prov, vilket möjliggör beräkningsbaserad bestämning av finstrukturen för
oxidasets redoxtillstånd samt en bättre förståelse för liganden vid det aktiva sätet. Arbetet
presenterat i  den här tesen understryker vikten av att  använda olika metoder för att  få en
omfattande förståelse för enzymatisk reaktionsdynamik.

Keywords: 

ba3 cytokromoxidas,  enzymatisk  reaktionsdynamik,  röntgenstrålningens,   seriell
röntgenkristallografi,  röntgenabsorption

 
 

 
 
 

Svensk summering 
 
Biologiska membran tillåter livet som vi känner det att existera. Främst sammansatta 
av lipider och proteiner, kan deras morfologi och funktion variera kraftigt mellan arter 
och inom samma cell. Membran skapar fysiska gränser, separerar olika celler från 
varandra och bildar funktionella fack i cellerna. Sammansättningen och egenskaperna 
hos biologiska membran måste ständigt anpassas till deras mångfaldiga funktioner, 
och detta uppnås inom cellen genom homeostatiska processer. Denna avhandling 
studerar membran ur två olika perspektiv. Det första fokuserar på membran som 
transportmedel av biologiskt material mellan cellulära avdelningar, nämligen mellan 
kärnan och cytoplasman. Standardsynen är att kärnporkomplex fungerar som portarna 
för passiv eller aktiv transport av molekyler över kärnmembranet. Vi visar här att 
kärnmembran kan bilda knoppar som omsluter biologiskt material, vilket 
uppmärksammar en hittills ignorerad andra väg för transport in och ut ur kärnan. 
Medan dessa kärnhöljeknoppar (NEB) finns i ostörda celler ökar deras frekvens 
avsevärt som svar på en mängd olika stressande tillstånd. Vi fann också att NEB är 
evolutionärt bevarade och hittades i alla undersökta organismer såsom en protozoan, 
två olika jästarter, en nematod och en mänsklig cellinje. 
Den andra delen av denna avhandling fokuserade på en viktig molekylär väg som 
bidrar till membranhomeostas. Att utmana odlade celler med ett överskott av mättade 
fettsyror, såsom palmitinsyra (PA), orsakar membranstelning och endoplasmic 
reticulum (ER)-stress, åtföljd av defekter i flera biologiska processer, ökad 
ackumulering av fria radikaler och apoptos/celldöd. Proteinet AdipoR2 verkar för att 
motverka membranstelning och ökar därför toleransen hos celler mot överskott av 
mättade fettsyra (SFAs). Vi använde elektronmikroskopi för att med oöverträffad 
upplösning beskriva specifika membrandefekter orsakade av en överskottsmängd PA i 
kontrollceller och celler som saknar en funktionell AdipoR2. Vi fann att ER, 
mitokondriemembranen och kärnhöljet alla påverkas av PA-behandling, med 
förvärrade effekter i celler som saknar AdipoR2. I synnerhet presenterade ER i PA-
utmanade celler ofta en unik morfologi som liknar antingen raka linjer eller i vissa fall 
spiralliknande strukturer. En slutsats från detta arbete är att AdipoR2 krävs för att 
förhindra allvarlig deformation av cellulära membran, särskilt när celler utmanas med 
exogena SFAs. 
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