POPULARVETENSKAPLIG INFORMATION

Nobelpriset 1 kemi 2006

Nobelpriset i kemi dr 2006 tilldelas ROGER D. KORNBERG fér hans grundldggande studier av hur
den information som finns lagrad i generna (arvsanlagen) kopieras, s att den kan féras ut i kroppens
celler och ddr styra syntesen av de proteiner som bygger upp cellerna och deras funktioner. Kornberg
var férst med att skapa en faktisk bild av hur denna kopieringsmaskin ser ut pd molekylnivd hos sd
kallade eukaryoter (organismer vars celler har en avgrinsad kérna) — dit bland andra dédggdjur som vi
sjélva riknas.

Nodvandigt for allt liv

Kopieringen, eller transkriptionen, av den genetiska informationen i DNA ir en central pro-

cess som stdandigt pdgdr i alla levande varelser. Sjalva DNA-molekylen ligger skyddad inuti

cellkdrnorna. For att informationen ska nd ut i cellerna skapas en kopia, budbirar-RNA, som

sedan styr proteintillverkningen i kroppens olika delar.

Om transkriptionen avbryts upphtr organismen snart att fungera, eftersom all proteintill-

verkning avstannar. Detta dr vad som hidnder vid f6rgiftning av vit flugsvamp.

Giftet i svampen forstor funktionen hos det speciella enzym, sa kallat RNA-

polymeras, som utfor transkriptionen. Eftersom giftet inom ndgra dagar \

sprids frdn tarmar till lever och njurar bryter alla dessa organ s& smaningom 4

samman. |
Storningar 1 transkriptionen 4r ocksd inblandad i en rad sjukdomar som |

cancer, hjartsjukdom och olika inflammationer.

Forklarar variationen

Mycket av komplexiteten hos eukaryoter, som diggdjur, byggs upp tack vare det flexibla tran-
skriptionssystemet. Samma genetiska information finns lagrad 1 DNA i alla kroppens celler,
. men den information som transkriberas och verkligen sitter igdng

¢ (‘ 7 proteintillverkning varierar diremot frin organ till organ. Att forstd
Ll i hur regleringen av transkriptionen gdr till dr dirfor ocksd viktigt for
.\ A att forstd hur stamceller utvecklas till specifika celler med bestimda

Stamcell funktioner i olika organ. Stamceller definieras just av sin férméga att
g \‘ /) kunna utvecklas till vilken celltyp som helst, och ska vi kunna utnyttja
L,“_/ denna formiga maximalt i medicinska tillimpningar dr det just genom

Hudcel muskeiel  att kunna reglera transkriptionen.

DNA byggs upp av fyra olika byggstenar som brukar kallas G, C, A och T. Motsvarande bygg-
stenar finns ocksd for RNA. Den genetiska informationen bestims av ordningsféljden mellan
byggstenarna. Man kan alltsd sidga att den genetiska koden bestar av ett alfabet med bara
fyra bokstaver.

DNA ir en dubbelspiral, dir G pd den ena strangen alltid sitter mittemot ett C pd den
andra, och dir A pd samma sitt sitter mitt emot T (fér denna upptickt fick Watson, Crick och
Wilkins sitt vilkdnda Nobelpris i fysiologi eller medicin 1962). Nir informationen ska kopieras
o6ppnas DNA-spiralen sé att en string med "nakna” byggstenar kan anvindas som mall for
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att skapa en RNA-string. RNA-byggstenar finns i 16sning i cellen. Om kopieringen fungerar
sé fastnar RNA-motsvarigheten till ett G mittemot ett C pd DNA-stringen och mitt emot ett
A fastnar RNA-motsvarigheten till ett T, och vice versa. P4 s sitt byggs RNA-stringen suc-
cessivt upp, som ett "negativ”’ av DNA-strangen. En grundliggande frdga handlar om exakt
hur detta gar till. Kopieringen méaste vara mycket sidker, eftersom kroppens funktioner dr
beroende av att ritt information transkriberas. Hogst ett fel pd tiotusen dr tilldtet om inte
organismen ska ta skada. Darfor behévs en sdker mekanism som ser till att byggstenar verk-
ligen sitts ithop (polymeriseras) i ritt ordningsféljd. Det enzym som styr polymeriseringen av
RNA kallas RNA-polymeras.

En 6gonblicksbild

Nedan visas en av Kornbergs bilder av RNA-polymeras i full aktion, tagen sa sent som 2001.
Den stora vita molekylen ir RNA-polymeras, som fungerar som ett slags héllare for DNA-
strangen (bld). Polymerasmolekylen hiller DNA-stringen pa plats och skapar ett litet hdlrum
sd sndvt att bara precis den RNA-byggsten som passar ihop med DNA-byggstenen mitt emot,
far plats. Forsoker “fel” RNA-byggsten ta sig in i h&lrummet kommer den helt enkelt inte in,
ungefir pd samma sitt som att fel pusselbit inte gar att tvinga in i ett halvfardigt pussel. Steg
for steg byggs s& RNA-strangen upp (i rott pa bilden). Nir en byggsten fastnat p8 ritt stélle
matas DNA-striangen fram av en sirskild liten spiralformig struktur (i gront pa bilden) som ar
en del av polymeraset och fungerar som ett slags hasp, eller fjader: Den spritter till pd grund
av den formforiandring som polymeraset hela tiden genomgar spontant (det dr just denna
mekanism som forstors av giftet i vit flugsvamp). P4 sd sdtt hamnar DNA-stringen gdng pd
gdng i ritt lage for att en ny byggsten ska kunna liaggas till RNA-stringen, som successivt

byggs upp.

Figur 1. Transkriptionsprocessen enligt en bild av Roger Kornberg 2001. RNA-polymeras i vitt, DNA-spiral i bldtt och den bli-
vande RNA-stringen i rott.

2 (5) Nobelpriset i kemi 2006 * Kungl. Vetenskapsakademien ® www.kva.se



Det verkligt revolutionerande med den bild Kornberg lyckats ta dr att den fdngar reaktionen i
flykten. Vi ser en RNA-striang pa vig att byggas och dirmed den exakta positionen hos DNA,
polymeras och RNA under processens gdng. Roger Kornberg har pd ett sinnrikt sétt lyckats
stoppa bygget innan det dr firdigt genom att lita det ske i en 16sning dar (till skillnad fran i
de verkliga cellerna) en av de fyra nédviandiga RNA-byggstenarna fattas. Nir bygget kommer
till ett ldge dar just den byggsten som fattas i l16sningen borde stoppas in, stannar darfor
hela processen. Kornberg har sedan skapat kristaller av molekylkomplexen som han kunnat
“fotografera” med rontgenljus. Bilden som skapas pa det séttet ar dock inget vanligt fotografi
utan en avbildning av molekylerna i sin kristallina form. Denna avbildningsteknik kallas kris-
tallografi. Med hjdlp av den kristallografiska bilden riknar sedan en dator fram atomernas
verkliga position i férhéllande till varandra i molekylerna. Den bild vi ser hir ovan 4r alltsé
genererad av en dator.

Denna metod, att skapa kristaller av biologiska molekyler fér att kunna avbilda dem, ar
mycket allmin i dag. Normalt avbildas dock bara firdiga komplex eller enskilda molekyler.
Att lyckas fAnga en kemisk reaktion i full gdng 4r mycket svart, och det racker inte med att
vara en skicklig kristallograf. Det som utméarker Kornberg ar att han kombinerar kristallo-
grafi med mycket djupa biokemiska kunskaper som gor att han kan kontrollera den process
han vill avbilda. Férutom denna detaljbild av den roll RNA-polymeras spelar, har han ocksd
bidragit med flera andra viktiga pusselbitar i hur transkriptionsprocessen gar till genom att
studera andra kristaller av RNA-polymeras, DNA, RNA och s kallade generella transkrip-
tionsfaktorer. Dessa bilder gor det mojligt att forstd de molekyldra mekanismerna for trans-
kription och dess reglering.

Bakterier, daggdjur och jast

Linge trodde man att transkriptionen hos eukaryoter gick till pd ungefir samma sitt som
hos bakterier (som till skillnad frdn eukaryoterna saknar en avgriansad kidrna i cellen). Det
har dock visat sig att processen hos eukaryoter d4r mycket mer komplex. Det var visserligen i
celler frdn ddggdjurslever man forst lyckades hitta RNA-polymeras och forsta dess grundlig-
gande funktion. Men det visade sig svart att rena fram polymeraset. I stillet var bakterier de
forsta organismer som undersoktes i detalj, eftersom de var mycket mer ldtthanterliga.

1965 gick Nobelpriset 1 fysiologi eller medicin till Jacques Monod, André Lwoff och Francois
Jacob, bland annat for deras kartliggning av hur transkriptionen i bakterier fungerar. For-
utom RNA-polymeras dr ytterligare en molekyl som kallas sigmafaktor nédvindig for att
transkriptionen ska komma igdng i bakterier. Denna molekyl binder till RNA-polymeras och
kanner igen speciella koder i DNA som talar om var informationen ska bérja ldsas och var den
slutar. Fattas sigmafaktorn kommer transkriptionen aldrig igdng eftersom polymeras pd egen
hand inte ”vet” var pd DNA-stringen informationen borjar.

Nir forskarna sedan pa nytt forsokte undersoka transkriptionen hos celler frén eukaryoter
lyckades de dock inte hitta ndgon sigmafaktor. Det visade sig sd smaningom att det finns fem
olika slags molekylkomplex som i vara celler motsvarar bakteriernas sigmafaktor och som
alla dr nédvindiga for att transkriptionen ska komma igdng. Dessa komplex brukar kallas
generella transkriptionsfaktorer och spelar en viktig roll i1 finjustering av all transkription
hos eukaryoter. Att hitta alla fem transkriptionsfaktorerna var ett médosamt arbete dir ett
extrakt av krossade celler renades i flera steg. Genom att ta bort ett &mne &t gngen fram till
dess att transkriptionen slutade fungera gick det att isolera de 4mnen som var nédviandiga
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for att transkriptionen alls skulle d4ga rum. Nar detta var gjort var manga 6vertygade om att
man nu kinde till alla delar av transkriptionssystemet i eukaryoter, precis som for bakterier.
Men fortfarande hade man ingen riktigt bra forklaring till hur eukaryoters celler kan ha sa
olika utseende och funktion, vad det 4r som gor att vissa gener uttrycks i blodets celler, andra
i leverceller och s& vidare.

En av Roger Kornbergs stora insatser i det hir skedet var att utveckla ett system med jédstcel-
ler. Vanlig bagerijast ar i likhet med ddggdjur en eukaryot, och darfér kan den anvindas som
modellorganism i stédllet for celler frin ddggdjursorgan. Jastceller 4r mycket ldttare att mani-
pulera dn didggdjursceller och det dr littare att skapa ett enhetligt material att undersoka.
Trots detta arbetade Kornbergs forskargrupp i ett tiotal ar med att finjustera systemet, innan
det verkligen kunde anvindas for att undersoka transkriptionsprocessen. Manga forskargrup-
per skulle ha gett upp langt tidigare eftersom flera ar forflot utan att det egentligen gick att
publicera nigot vetenskapligt arbete.

Det 4r just systemet med jastceller som gjort det mojligt for Kornberg att framstilla saval
RNA-polymeras som generella transkriptionsfaktorer i ritt form och tillracklig miangd for att
kunna skapa kristaller att undersoka.

Den nodvandiga "strombrytaren”

Tack vare sitt system med jdstceller hittade Roger Kornberg, genom en ny médosam renings-
process av cellextrakt, ytterligare ett molekylkomplex som visade sig spela en viktig roll som
ett slags “strombrytare”, eller rel4, i transkriptionsprocessen hos eukaryoter. I DNA-spiralen
finns bitar som kallas enhancers (forstiarkare). Dessa binder till zmnen som finns specifikt i
olika vivnader och stimulerar transkriptionen av vissa gener. Det kan till exempel vara s§ att
det i levern finns en viss signalsubstans som sétter sig pa en leverenhancer och signalerar att
transkriptionen av en gen i nirheten av enhancern ska slds pd, medan denna gen aldrig trans-
kriberas 1 andra delar av kroppen. Vad Kornberg upptickte var att denna reglering kraver
ytterligare ett molekylkomplex, som formedlar signalerna och dirigenom slar av eller pé
transkriptionen. Detta “relikomplex” fick namnet Mediator.

Det ar just spelet mellan vavnadsspecifika 4mnen, enhancer-strukturerna i DNA och Medi-
ator som gor den stora komplexiteten hos eukaryoter mgjlig, genom att olika gener uttrycks
1 olika organ. Upptickten av Mediator dr darfor en milstolpe i forstdelsen av transkriptions-

processen.

Fortsattning foljer

Roger Kornberg fortsitter sitt kristallografiska och funktionella arbete i dag, genom att for-
soka f& med dnnu storre delar av transkriptionsapparaten i sina beskrivningar. Hittills har
han alltsd skildrat samspelet mellan RNA-polymeras, DNA, den blivande RNA-stringen och
dess byggstenar. Nista steg blir att f4 med alla de olika generella transkriptionsfaktorerna och
sarskilt Mediatorn i full aktion. Kornberg har redan tagit de forsta stegen i denna riktning.

Kristallografi 4r ett sdrskilt viktigt redskap nir det giller forstdelsen av transkriptionspro-

cessen just darfor att de olika komponenternas rent rumsliga positioner ar si viktiga. Det
ar darfor svart att skapa ndgon forstdelse for hur processen gar till genom mer traditionella
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kemiska metoder, dir molekylernas position inte avslgjas. Dessutom sker under processens
gdng ingen klargérande kemisk fordndring av viktiga komponenter, som polymeras och trans-
kriptionsfaktorer. Darfor dr det oerhort komplicerat att kartligga deras roll med kemiska
mitmetoder — vi méste anvinda kristallografi for att rent fysiskt se var de befinner sig i olika
skeden av transkriptionsprocessen.

Att steg for steg bygga upp en funktionell bild av hur transkriptionen gir till, handlar om att
skapa en grundlaggande forstdelse for hur den genetiska informationen genererar den flora
och fauna av levande varelser vi ser omkring oss. Kunskap om hur detta sker i manniskokrop-
pen dr ocksd av grundliggande medicinsk betydelse.

LANKAR OCH LASTIPS

Pa Nobelprisens hemsida, www.nobelprize.org finns mer information om arets priser. Dar kan man se press-
konferensen som webb-TV. Dar finns ocksd en vetenskaplig 6versiktsartikel med referenser till originalartiklar.
Mer information pa svenska finns pd www.kva.se.

Vetenskapliga originalartiklar:

Cramer, P, Bushnell, D.A. and Kornberg, R.D. (2001) Structural basis of transcription: RNA polymerase Il at 2.8
angstrom resolution. Science 292, 1863-1876.

Gnatt, A.L,, Cramer, P, Fu, J,, Bushnell, D.A. and Kornberg, R.D. (2001) Structural basis of transcription: An RNA
polymerase Il elongation complex at 3.3 A resolution. Science 292, 1876-1882.

Bushnell, D.A.,, Westover, K.D., Davis, R.E. and Kornberg, R.D. (2004) Structural basis of transcription: An RNA

polymerase Il = TFIIB cocrystal at 4.5 angstroms. Science 303, 983-988.

Oversiktsartikel:
Boeger, H., Bushnell, D.A., Davis, R., Griesenbeck, J., Lorch, Y., Strattan, J.S., Westover, K.D. and Kornberg, R.D.
(2005). Structural basis of eukaryotic gene transcription. FEBS Lett. 579, 899-903.

Lank:

Animation av transkription:

The Dolan DNA learning center — genes in education. http://www.dnalc.org/home.htmi.
Media showcase; Transcription: DNA codes for mRNA, 3D animation.
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