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RNA-MOLEKYLERNAS SYNTES
OCH FUNKTION

Den enaav DNA-molckylens tvi funktioner dr att fra arvsmassan vidare till

kommande generationer. Den andra — minst lika viktiga funktionen - dr att
vara mall till de proteiner som dircke eller indireke styr cellens och orga-
nismens funktioner. Detta g8r DNA-molckylen genom att forst
transkriberas (skrivas om) till mRNA (messenger RNA, bud-
barar-RNA) och sedan translateras (6versittas) till pro-

replikation

tein.
Transkriptionen sker naturligevis dir DNA-moleky- transkriberas il

len befinner sig (i cytoplasman hos prokaryota organis-

mer eller i cellkirnan hos cukaryota organismer). Hos cellens

. o funkfioner
de prokaryota organismerna finns ocksa ribosomerna,

som skoter hela translationen, fritt i cytoplasman.

translateras fill som skater

Translationen sker alltsd i direkt anslutning till trans-
kriptionen. Hos cukaryota organismer maste mRNA-
molekylen forst transporteras ut till det endoplasmatiska protein

nitverket, dir ribosomerna sitter.

B 8.1 | detia kopitel ska vi fita nérmare pa de olika
RNA-molekylerna
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TRANSKRIPTION

Transkription (eller RNA-syntes) ir den process, vid vilken information i
DNA skrivs om till RNA-form. Hela denna process skéts av ett proteinkom-
plex som kallas RNA-polymeras.

Precis som vid DNA-syntes (replikation) kan RNA-syntes endast skei 5™>
3-rikening, De flesta RNA-polymeraserna kriver, liksom DNA-polymera-
serna, en mall. Mallen bestar hos de flesta organismer av DNA, men hos vissa
virus kan dven RNA fungera som mall. Vid RNA-syntesen behévs ingen
primer (DNA-polymeraserna kriver detta).

En annan skillnad mellan RNA- och DNA-syntes ir att hela genomet ko-
pieras vid replikation; vid transkription &r det enbart en liten del som skrivs
om till RNA. Allt RNA, med undantag for RNA hos vissa virus, hirstammar
fran information som lagrats i DNA-molekylen.

oL

A SORTERS RNA

Det finns tre siora grupper av RNA: Dessutom finns det en mangd andra RNA-typer, vilket

h sakl bestar av férstadier fill de tre huvudgrup-

© mRNA (eng. messenger RNA, budbararRNA). Detta RNA
versatts s& smaningom fill protein under translationen. (BT,

© IRNA [eng. fransfer RNA, éverfirarRNA). Denna sorts
RNA bér med sig en aminosyra, som under translatio-
nen dverférs till det vixande proteinet. Detta sker

Nar det talas om RNA i detta kapitel &r det (om inte

annat anges) alliid mRNA som underférsids. Vi dterkom-

mer Hll IRNA och rRNA i nasta kapitel.
genom att en triplett av kvavebaser i iRNA-molekylen
basparar med motsvarande friplett i RNA-molekylen,
varvid ribosomen héktar pa tRNA-molekylens amino-
syra pé def viixande proteinet.

® RNA [ribosomalt RNA]. Detta RNA ingér som en viktig
del i ribosomerna, som styr hela translationen (sverséit-
ningen av mRNA Hill protein)

© SRNA [eng. small inferfering RNA eller silencing RNA,
‘tystarRNA'). Detta RNA har en rad olika funktioner,
bl.o. delior den i s.k. RNA-interferens (RNAI, dér den
motverkar att specifika gener utirycks.
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Under transkriptionen liser RNA-polymeraset av den ena DNA-stréingen.
Denna string kallas mallstring, men har dven andra namn (tabell 8.1). Den
DNA-string som inte lises av kallas oftast for icke-mallstringen. Icke-mall-
stringen har exakt samma kviivebassekvens som RNA-molekylen som bildas

(med skillnaden att tymin i DNA ersatts med uracil i RNA).

Namn Alternativt namn

Mallstréing Minusstréing
[J-stréing
Icke-kodande siiéng

Icke-mallstréing Plusshiéng

(+)strting
Kodande strang

Tabsll 8.1 Alterativa namn pé de iva DNA-stiangarna under tianskiptionen
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Precis som vid replikation, kan transkription delas in i initicring, clongering
och terminering. Vid initieringen pabérjas RNA-syntesen, vid clongeringen
forlings RNA-molekylen med en ribonukleotid och vid termineringen avslu-

tas transkriptionen.

INITIERING

Initieringen av transkriptionen bérjar med att RNA-polymeraset binder in till
DNA-molckylen i en promotor. Promotorn ir ett speciellt omride i DNA-
molekylen som har till uppgift att binda in RNA-polymeraset.

TAPPA INTE RIKTNINGEN | DN OLEKYLEN!

Det &r inte alltid a1t att ange var eft visst baspar eller
var en viss sekvens ligger i férhallande till en annan. Man
har dérfér kommit verens om att det férsta basparet som
transkriberas far nummer +1.

Eftersom startpunkten har nummer +1, far de baser
som ligger uppstréms negativa nummer

Promotorregionerna, som ju ligger uppsiréms

startpunkten, har séledes nummer -35 och -10.

De kvéivebaser som RNA-polymeraset ldser av sags
ligga “nedstroms” startpunkten. De kvivebaser som befin-
ner sig innan staripunkten ségs ligga “uppstréms” start-
punkien

= 8.3 Schematisk bild av en trans-
kriptionsbubbla. Under transkriptio-
nen éppnas DNA-molekylen upp, s&
aft RNA-polymeraset kan lasa ov
mallDNA-sirangen och syntefisera en

Hos E. coli har tva regioner som innchiller promotorer identifierats. Dessa
regioner ligger ungefir 10 och 35 baspar uppstroms startpunkren for RNA-

transkription. Detbaspari DNA dir transkriptionen bérjar, har givits nummer

+1. Promororerna ligger i ~10- och ~35-regionerna (bild 8.2).

- 354egionen - 10segionen +1

RNA-siréng. Nya ribonukleotider
kopplas fl p& RNA-stréngens 3
ande allt eftersom RNA-polymeraset

or sig framét [hoger | bilden)

B 8.2 Konsensussekvenser for
RNA-promotorn hos . coli, Konsen
y ar de vanligast

TIGACA Spacer TATAAT Spacer RNAsiart

Sténgt och 6ppet komplex

DNA-sckvenserna i —35- och ~10-regionerna ir viktiga for hur vil RNA-po-
lymeraset binder till DNA. En forindring av ctt enda baspar kan géra atc
polymeraset binder in tio- cller hundrafale simre. P s sitc kan cellen fa en
grov reglering av hur ofta en viss gen transkriberas. Om RNA-polymeraset
binder in vil till promotorn transkriberas namligen genen oftare dn om poly-

meraset binder in daligt.
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forekommande sekvenser eller
genomsnitliga sekvenser, fll vika
RNA-polymeraset binder. Spacer-
sekvenserna ar det DNA som ligger
mellon -35- och -10segionern.

Dessas funktion ar inte val kand.
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RNA-polymeraset ir si stortatt det binder 8ver bade —35- och ~10-regionen.
Eftersom DNA-molckylen fortfarande ér stingd och ingen transkription har
borjat ske, kallas detta ete stingt komplex.

RNA-polymeraset forflytear sig sedan, sa snart det stingda komplexet bil-
dats, sd att det endast binder 6ver —10-regionen. Samtidige snurras DNA-
duplexen upp och éppnas sa att den forsta kviivebasen kan transkriberas. Det

bildas ett dppet komplex, iven kallat en transkriptionsbubbla (bild 8.3).

ELONGERING

RNA-syntesen liknar DNA-syntesen pa den ledande stringen. Nir det 8ppna
komplexet (transkriptionsbubblan) bildats bdrjar RNA-polymerasct synteti-
sera en RNA-string med DNA-stringen som mall. Alle eftersom RNA-poly-
meraset forflytear sig lings mallstringen, byggs nya ribonukleotider pa den

vixande RNA-stringen (bild 8.3).
/ RNA-polymeras

mallsiang

ranskriptionsbubbla

RNADNAhybrid

nanskiptionsckining

RNA-polymeraset har, precis som DNA-polymeras, formaga att kinnaav om
en ribonukleotid inte dr komplementir till den deoxiribonukleotid som just
ldses av. Formagan ska frhindra att en felaktig mRNA-string bildas. DNA-
polymeraserna ir dock mycket mer exakea.

Den kemiska formeln for RNA-syntes liknar den kemiska formeln for
DNA-syntes:

RNA-polyme

[
(NMP), + NTP (NMP),, +PP,

RNA forlinge RNA

Till vinster om reakti ilen finns en oligo-ribonukleotid med 7 nukleoti-

der, (NMP),. Pi samma siitt som vid DNA-replikation basparar en trifosfat-
ribonukleosid med DNA-stringen som avlises. Under inverkan av RNA-po-
lymeras kopplas nukleosidens 5*-fosfatgrupp till oligo-ribonukleotidens 3~
OH-grupp (bild 8.4).
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Till héger om reaktionspilen har férlinge RNA, (NMP) |, och en pyro-

fosfatmolekyl bildats.

DA 3 PHSTPISTPIS[PIsTPIS[PSTPISTPISTPISTPY 5

RNA 5

REGLERING AV TRANSKRIPTIONEN

Det vore slseri med energi for cellen om alla gener stindigt uttryckees och
det skapades proteiner som inte behdvdes for tillfillet. Darfor regleras trans-
kriptionen mycket stringt.

Promotorer kan, som vi redan nimnt, vara mer cller mindre attrakriva for
RNA-polymeraset, vilket gor att det mer eller mindre enkelt bildas ett stinge
komplex. Vissa gener (ett fatal) dr inte reglerade pa annat sitt in att de just har
olika effektiva promotorer. Dessa gener uttrycks da konstitutivt (hela tiden),
vanligen i ganska blygsam omfattning. Gener som uttrycks konstitutive kallas
ibland hushéllsgener, cftersom de hela tiden behdvs for att skota grundlig-
gande funktioner i cellen.

Andra gener (de allra flesta) uttrycks bara nir de fakriske behdvs. Regle-
ringen av detta sker framfor allt i initicringen av transkriptionen. Om en gen
redan har bérjat transkriberas, resulterar det med mycket stor sannolikhet i
minst ett firdigt protein. Detinnebar att om cellen kan stoppa transkriptionen
redan innan den bérjar, blir regleringen som mest effekriv.

Repressorer och aktivatorer
Initieringen av transkriptionen paverkas alltsd av promotorns DNA-sckvens
och hur pass vil RNA-polymeraset binder in till promotorn. Initieringen kan

ocksa paverkas av repressorer och aktivatorer.

En repressor ir ett protein, som binder till en specifik sekvens i promotorn.
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W= 8.4 Elongering av RNA-
stangen. En tifosfatribonukleosid
basparar med kvavebasen | DNA-
mallen. En pyrofosfatmalekyl (PP)
spidlkas av fran trifosfatribonukleosi
den, vars 5*osfatgrupp adderas il
den vaxande oligoribonukleotidens
3"OHgrupp

S - sockerrest [pentos), P - fosfat-
grupp, A - adenin, C - cytosin, T -
tymin, G - guanin, U - uracil, OH -
hydroxylgrupp.

B 8.5 (a] Repressom binder il
operatorn (O) och hindrar RNA-
polymerase it binda il promotorn
[P). b) Akiivatorn binder Hl DNA il
promotorn, och hislper RNA-polyme-

raset aft binda fll promotorn
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P 8.6 Negativ och posity regle-
ting av lac-operonet.

“I" 61 genen som kodor for lacepres-
som, och"P," ar dess promofor. "C” ér
bindningsplatsen for akfivatorn [CAP:
proteinet), och *P* och *O" ar promo-
tomn och operatorn. "Z*, *Y" och A" &r
lacZ-, lacY- respekiive lacA-generna.

[o I femvaro ov lakios @ lacepres-
som akiv och binder n tl operatorn
Dérmed férhindras ranskription av lacZ,
Y och-A.

[b] Vid nérvaro av allolakios fen
variant av lakios] inakliveras repressorn,
som darmed slépper frén operatorn

[c) For oft genen ska béria franskribe-
ras kitvs det att RNA-polymeraset
binder il promotorn, nagot den endast
kan géra med hidlp ov del okiverade
CAP-proteinet. Nu kan flacZ, -Y och -A
ronskriberas och mRNA bildos
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lacrepressor

loc-Z lacY lac-A

A
alloloktos
locZ lacY lacA
inokiiv lacepressor

gl T 7 11 [ ] (A A A
locZ lacY lacA
clen T 7 11 [ A A RA

_—

akiverat CAP.profein mRNA bildos

RNA-polymeras

Den specifika sekvens som repressorn binder till kallas fér operatorn. Genom
at fysiske ligga i viigen fiirhindrar (eng. repress = undertrycka, forhindra) re-
pressorn RNA-polymeraset att bérja transkribera genen (bild 8.5). Repres-
sorer utdvar dirmed en negativ reglering.

En aktivator, 4andrasidan, binderintill eller nira promotorn och underlit-
tar for RNA-polymeraset att borja transkriptionen. Promotorn ir ofta utfor-
mad sa att RNA-polymeraset binder mycket dalige till den utan hjilp av en
aktivator. (fig 8.5b) Utan aktivator transkriberas alltsa inte genen (eller endast
mycket lite). Aktivatorer utvar alltsa en positiv reglering.

Operon
Enzymer bestar oftaav flera proteiner, s.k. subenheter, som samverkar. Imanga
fall samverkar ocksa olika proteiner eller enzymer i en reaktionskedja for ate
né ett gemensamt mal. Om inte alla subenheterna finns med fungerar inte
enzymet. Pisammassitt gilleract om inteallaenzymernadr med i en reaktions-
kedja kan inte slutprodukten framstillas.

Det vore vildige ockonomiske for cellen om t.ex. tre av fyra subenheter

transkriberades, men inte den fjirde. Ext "smart” siitt att [8sa detta pa, dr att
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gener som samverkar ofta sitter omedelbart efter varandra i genomet och delar

bildar p

paenochsammap Till
sitter ddrefter ett operon (bild 8.6).

n och degener som

repressorns bindningssialle
foperator]

|
o

Ettoperon kan definieras som en stricka DNA med eneller flerabesliktade gener

akiivatorns

samt de operator- och promotorsekvenser som reglerar deras transkription.

Lac-operonet

Hos E. coliir lac-operonet ett exempel pa ett operon som regleras bade positive
och negativt. Toperonet ingir tre gener som hjilper bakterien attleva pa laktos
(mjélksocker) som enda kol- och energikilla: genen for B-galaksosidas, for

laktosid-p och fér ktosid.

etylas.

B-galaktosidas ir ett enzym som spjilkar lakeos till B-D-galaktos och $-D-
glukos (bild8.9). Dessa enkla sockerarter kan sedan brytas ned av bakterien
for att utvinna energi. Galaktosid-permeas ir ett protein som bildar en por i
cellmembranet som slipper in laktosmolekylen. Proteinet tiogalaktosid-trans-
acetylas fysiologiska funktion dr dnnu okind. Promotorn och operatorn ingar

ocksa i operonet, liksom aktivatorns bindningsstille. En repressorgen (I) och
dess promotor (P,) ingdr ocks i operonet.

Nir en E. coli-kultur odlas pa rike eller glukosinnehallande medium, behs-
ver bakterien inte bryta ned laktos. D4 ska /ac-operonet vara avstingt - cellen
behdveralltsi en negativ reglering. I-genen i Jac-operonet uttrycks konstitutive
(hela tiden), och nir mRNA frin denna gen translateras bildas ett protein,
lac-repressorn (bild 8.5).

Toch med att det uttrycks konstitutive, finns proteiner alltid nirvarande.
Lac-repressorn binder in till O-platsen (operatorn) pa lac-operonet och hin-
drar pa si siitt transkription av acZ, -Y och -A (bild 8.5a). Operonet ir allesd
avstingt sd snart /ac-repressorn binder till operatorn.
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W= 8.7 Schemafisk bild ov eft
operon. Eft operon &r en uppstitining
gener som samverkar. | defta operon
ranskriberas generna A, B och C nar
repressorn inte hindrar RNA-polyme-
faset ot binda till promotorn, samii-
digt som aktivatorn bundit fill sitt
bindningsstalle.

B 8.8 Stereoskopisk bild av lac-
repressom bunden ill delor ov opera-
forregionema i lac-operonet. Man
tror it DNAsiréngen slingrar sig eft
helt varv runt repressorn, men man har
annu inte kunnat bevisa det. Ligg
mérke fll hur val repressorn passar in i
DNA-molekylen - néisian som nyck-
elni eftlas. | repressor visas bara
kolatomerna som ingdr i profeinets
tyagrad, de sk. a-kolatomera.
PDBid: 1lbg
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cHon
" on
o
o on
wl
on
on
lakios
on
o
\ [Bgalokiosidas]
o cHon
o on on
o o
on on
on
on on
BDgalakios BDglukos

B 8.9 Lokioshydrolys. Enzymet B-
golakiosidos katalyserar spidlkningen
av lakios (mislksocker) il galakios
och glukos. Dessa kan sedon anvén-
dos som kol- och energikala i cellen.

+ galokios (R [ 1

- golakios

B 8.10 Loc-operonets filltand vid
nérvaro [+) eller frénvaro [ av glukos
och lakios.

Enbart ionvoron ov glukos eller
nérvaron av loktos rcker inte for aft
pé lac-operonet. Bada fillsianden méste
intisffa somtidigt o ot lac.generna ska

béria transkriberas,

- galakios

+ galaktos R I [l
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Positiv och negativ reglering

Allolaktos ir en variant av laktos som finns i mycket liga koncentrationer om
cellen far vixa pa laktosinnehallande medium. Nir allolaktosen binder till
lac-repressorn férindras dess struktur. Lac-repressorn inaktiveras och slipper
frin DNA. Nu 4r det i princip fritt act bérja transkribera DNA till mRNA
(bild 8.5b). Allolakeos sigs fungera som induktor i detta fall, efeersom det gor
att mRNA (och i slutindan de olika proteinerna) kan bildas.

Hir finns dock en hake: Om bakterien far vixa pa ett medium som innehal-
ler bade glukos och lakros, vad gdr den da? Glukos dr definitivt den kolkilla
bakterien foredrar, si det dr onédige (och sléseri med energi) for bakrerien ace
forsoka bryta ned laktos om det finns glukos i 6verskott. Cellen behéver allesa
en positiv reglering av lac-operonet, som gor att det transkriberas endast nir
lakros r den enda energi- och kolkillan.

Nir glukoshalten i cellen bérjar sjunka, aktiveras proteinet CAP (eng. ca-
tabolite activator of proteins). Det aktiva CAP-proteinet binder in till C-platsen
ilac-operonet (bild 8.5¢), diir det fungerar som aktivator och reglerar lac-ope-
ronet positive. CAP-proteinet underlictar allesd for RNA-polymeraset ate
bindaill promotorn. Férst direfter kan DNA bérja transkriberas och mRNA
kan bildas.

Det irallesd endast niir laktoshalten dr hég, samtidigt som glukoshalten dr
lag, som lac-operonet ir paslaget och generna lacZ, -Y och -A bérjar transkri-
beras (bild 8.10). Pa sa sice hushéller E. co/i med sina resurser och tillverkar

inte ndgra protein i onddan.

locZ locY lac-A

+ glokos

lacY  loc-A

+ glokos

loc-Z lacY lac-A

~ glukos

locZ lacY lac-A

- glukos

mRNA bildas
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TERMINERING

Hur RNA-polymeraset "bestimmer sig” for att avsluta transkriptionen ar en
relative komplicerad historia, och riktigt hur det gar till i eukaryota celler &r
inte fullt klarlagt. I favoritorganismen E. coli vet man att det finns tv sitt som
transkriptionen kan avslutas pa. Till det ena sittet behévs ett protein kallat p
(grek. 7ho). Det sitcet kallas dirfor p-beroende terminering. Det andra sittet
kriver inte p och kallas foljaktligen p-oberoende terminering.

En gen som termineras utan hjilp av p-proteinet, avslutas med ett langt
palindrom. Palindromet foljs av en lang stricka med adenin (i DNA-mallen),
vilket alltsa translateras till uracil i RNA-molekylen. Man tror att det linga
palindromet bildar en harnalsgla som far RNA-polymeraset att stanna upp
en kort stund. I detta lige antas att hirnalsdglan drar isir RNA-DNA-hybri-
bindni

den, som endast hills samman med d namellan A och

U. Diirmed avslutas transkriptionen.

Gener som termineras med hjilp av p-proteinet saknar den linga poly-A-
strickan i DNA-mallen, men har ibland den kvivebassekvens som krivs for
att det ska bildas en harnilségla. En modell skulle kunna vara act RNA-poly-
meraset stannar upp, antingen nir harnilséglan bildas cller av ndgon annan
(dnnu okind) anledning. Direfter skulle p-proteinet kunna forflytea sig lings
den nybildade RNA-molekylen tills det nar det stoppade RNA-polymeraset
och fa det ate slippa fran DNA genom att snurra upp RNA-DNA-hybriden.
Den exakta mekanismen ir dock fortfarande héljd i dunkel. Man ver inte

heller varfor vissa gener ér beroende av p-proteinet for att terminera.

FORANDRINGAR EFTER TRANSKRIPTIONEN

Sa gott som alla eukaryota (och manga prokaryota) RNA-molekyler genom-
gir nagon form av behandling efter att de transkriberats. Exempel pa detta dr
kemiska reaktioner som Klipper bort icke-kodande ("onédigt™) RNA eller
lagger ill speciclla kviivebassckvenser i ena inden av RNA-molckylen.

Ett intressant fenomen ir att en del av de enzymer som katalyserar dessa
reaktioner sjilva ar RNA-molekyler. RNA-molekyler som kan fungera som
enzymer kallas ribozymer. Att ribozymer kan fungera beror pa att de bestar av
enkelstringade nukleinsyror som kan baspara med sig sjilva och dirigenom
bilda mycket komplicerade tredimensionella strukturer. Eftersom behand-
lingen av RNA sker efter transkriptionen kallas den post-transkriptionell.

Den helt nysyntetiserade RNA-molekylen kallas primirt transkript, eller
omoget RNA. Allteftersom RNA-molekylen genomgér post-transkriptionell
behandling mognar det. Till slut 4r det helt moget och redo att utéva sin
funktion, vare sig det dr i form av mRNA, tRNA eller rRNA.
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omoget mRNA

infroner exoner

splitsning

degraderas av RNAs

r//

mogermbNA

w= 8.1 Splisning ov omoget
mRNA. Den omogna mRNA-molekylen
dros samman, varvid infronerna [grénal
snors ov och degraderas ov RNAs
Endast exonerna, de sekvenser som
kodar fér protein (blal, bl kvar
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Exempel pa féréndringar efter transkriptionen
De storsta forindringarna efter transkriptionen hittar man i RNA fran cuka-
ryotaorganismer, dir den omogna RNA-molckylen dels forses med en 5*-huva

och dels splitsas sa att icke-kodande regioner, s.k. introner, tas bort.

5"huva

Efier transkriptionen forses den omogna RNA-molckylen med en 5™-huva i

"-indan. Detta sker genom att en specicll nukleosid, 7-metyl-guanosin, fists
till 5-nden av det omogna RNA med en ovanlig 5}5 - trifosfatbindning. Dess
funktion dr i stora drag okind, men man vet att 5’-huvan binder till ect speci-
fike protein, som troligen kan hjilpa till vid inbindning till ribosomen och

initiering av translationen.

Splitsning

Icke-kodande regioner (introner) tas bort i en process som kallas splitsning.
De kodande regionerna (exonerna) sitts sedan ihop till en mogen mRNA-
molekyl (bild 8.11). De flesta generna hos ryggradsdjur, med undantag for de
gener som kodar for histoner, innehaller introner.

Introner uppticktes ir 1977 av Philip Sharp och Richard Roberts (obero-
ende av varandra). Nir de lit moget RNA hybridisera med fullstindige dena-
turerat DNA (bild 8.12), sig de att linga strickor DNA inte kunde baspara
med RNA, och drog slutsatsen att detta DNA maste ha klyves bort nir RNA
mognade.

Vidare forskning har visat att sjilva splitsningen kan ske pa lite olika sitt.
En grupp av introner splitsas bort under inverkan av speciella proteiner i cell-
kirnan. Dessa proteiner kallas snRNPs ("snurps”), efter engelskans small nu-

clear ribonucleoproteines.

infron
exon

mallDNA

poly-A-svans

moge! mRNA

© Férfattarna och Studentlitteratur



RNAMOLEKYLERNAS SYNTES OCH FUNKTION /// KAPITEL 8

Exon | 3 4 5 6 7 8
Intron 1 2 3 4 5 6 7
Bonl 2 34567 8
snRNP-p nabildar ett enzymk lex, en spli (efterengelsk

f P
ord for splitsning, splicing), vilket med hjilp av energi frin ATP klipper bort
introner och kopplar samman exoner.

En annan grupp av introner uppticktes 1982 av Thomas Cech och hans
medarbetare. Dessa splitsas bort utan inverkan av proteiner. Det omogna
RNA:¢ har hir en egen, enzymatisk aktivitet. Detta var det forsta faller dir
man kunde pavisa att RNA kan ha katalytisk aktivicet.

Upptickten har gett en djupare forstaelse for hur cellens biokemiska ma-
skineri fungerar och fér hur livet uppkommit pa var planet.

Addition av en poly(A)-svans

Ytterligare en post-transkriptionell behandlingav mRNA ir additionen av en
poly(A)-svans. Poly(A)-svansen bestir av 80-250 adenylatgrupper som sitts
till 3"-indan p den omogna mRNA-molekylen. Detta skéts av ett enzym som
heter polyadenylatpolymeras.

Detirinte vil kint vilken fysiologisk funktion poly(A)-svansen fyller, men
bade den och 5-huvan verkar ha en skyddande effekt som hindrar mRNA i
cukaryota organismer fran att brytas ned. Anmirkningsvirt manga mRNA-
molekyler frin prokaryota organismer far ocksa en poly(A)-svans, men hir
paskyndar det snarare degraderingen.

Hos savil eukaryot som prokaryot mRNA hinder det att vissa sekvenser
Klipps av frin RNA-molekylens bigge éndar. T ett fatal fall finns det introner
som splitsas bort &ven i prokaryoter. Man har ocksa funnit att manga kvive-
baser och sockerrester i tRNA-molckylen kemiske férindras genom substitu-
tion eller addition av nigon funktionell grupp.

OMVANT TRANSKRIPTAS
blick till molekyli

Densigerossattdetir DNA-molckylen som bir pa det genetiskaarvet. DNA-

Lit oss dtervinda nigra 6 ikens centrala dogm.

molekylen transkriberas till mRNA, som translateras till protein. Informa-
tionsflddet gar allesa frin DNA via RNA till protein - aldrig fran protein via
RNA dill DNA.
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B 8.12 Infioner i ovalbumingenen
hos hons.

Introner demonstrerades farst genom
ait DNA och RNA hybridiserar.

Bilden ar fortydiigad och schematise-
rad utfan en radiografibild gjord med
radioaktivt DNA och RNA.

Den mogna RNAmolekylen [i5d,
undersi] har fot hybridisera med mall-
DNA-stiéingen. De dtfa violetta sirésck-
oma pés DNAsirangen ar de kodande
exoner som kan baspara med den
mogna mRNA-molekylen. De langa,
gréna slingorna r introner, som splitsats
borti moget RNA. Langst fll hger pa
RNA-molekylen kan man se polylAl-
svansen, vilken adderos il RNAmoleky.

len efier transkriptionen.
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W 8.13 Schematisk ilustration av
eft retrovirus som tex. HIV-1, viket
orsakar aids. Det genefiska materialet

utgérs av RNA-strangar (r5dal,

A AVAVAVAN

RNA+

RNA-

Repikatvform N\ QN XWX
RNA+
RNA-

Ny kopia AONUNONYG
l RNA+

Tilbokabidning \ /\ /\ /' \.
RNA+

v en RNAsiréng

: AVAVAVAN
RNA

Omvéint transkriptas l
DNA+

NUNUNUNG
RNA

DNA+

VAVAVAVA

DNA+

RUNININ'G
l DNA-

Transkiiption
av DNAiill
virus RNA

\/\/\/\
RNA

P 8.14 Enkelstrangat RNA kan
replikeras pa ivé s, Det vanligaste
sker enligt (a). Retovirus, déremor,

replikeras enligt forlopp (o]
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Eftersom detta var en viletablerad dogm, dr det inte svirt ate forestilla

sig att det ndrmast betraktades som kitteri eller helgeran nir Howard

Temin dr 1962 foreslog att information dven kan gi fran RNA il
DNA.

Detdréjdedock indatill 1970 innan Temin och David Baltimore
(oberoende av varandra) lyckades visa att RNA faktiskt kan "trans-
kriberas” till DNA. De hade studerat tumérvirus, vilkas genetiska
material bestirav RNA. Fran dessa hade de lyckats isolera ett enzym

som de kallade omvint transkriptas. Med RNA som mall kan omwint
transkriptas syntetisera DNA.

Retrovirus

Omvint transkriptas finns huvudsakligen hos retrovirus. Som nimnts i kapi-
tel 3, vet man egentligen inte nagonting om ursprunget och den efterféljande
evolutionen av virus. Virusforskare vill lira sig mer om just retrovirus, for att
laetare kunna forstd olika replikationsmekanismer.

Attretrovirus har varit framgangsrikai evolutionsprocessen maste innebira
att de har strategier som ger dem férdelar. De kan bland annat gémma sig i
virdcellensarvsmassa och invinea ritt il lfille ace reproducera sig. De kan dess-
utom anvinda bide RNA och DNA i sin replikationsprocess. Kanske kan du
komma pa dnnu fler strategier!

Det intressanta med retrovirus dr att deras replikation skiljer sig helt fran
andravirus. Hosalla retrovirus bestir nukleinsyran av en enkelstringad RNA-
molckyl. RNA-molckylen anvinds som mall infér de olika syntessteg som
leder fram till bildningen av en enkel DNA-string som bendmns -DNA
(minus-DNA). Detta ~-DNA bildar i sin tur ett provirus (proviralt dubbel-
stringat DNA) som kan integreras med virdcellens DNA.

Steg for steg gar processen till pa foljande sitt: (fig. 8.15b))

+RNA omvandlas med hjilp av omwint transkriptas (RT) som framstills
avviruspartikeln redan innan den infekterar sin virdcell. Den fors siledes med
inivirdcellen i firdige skick. Férloppet dger rum i virdcellens cytoplasma och
detbildas:

+RNA/-DNA, en slags "hybrid”-nukleinsyra. I nista steg ser ett annat
enzym, ribonukleas, till att +RNA skiljs frin -DNA-stringen si att en kom-
plementir DNA-string kan bildas.

dsDNA (+DNA/-DNA) replikeras med ~-DNA som mall (terigen med
hjilp av omwvint transkriptas). Denna DNA-molekyl kallas for provirus och
kan direke integreras i virdcellens genom. Innan integrationen omvandlas
dsDNA till cirkulir form.
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Ett provirus kan styra bade bildningen av nya virioner och transkriptionen
av mRNA f6r bildning av virusproteiner i virdcellen. Ligg mirke till att den
genetiska informationen 6verfors frin RNA till DNA under processen. Pro-
viruset kan ocksd omvandla en virdeell till en cancercell. Nir proviruset infor-
livasivirdcellens DNA innebiir decace det replikeras tillsammans med virdeel-
lens kromosomer fére celldelning. Det finns forskare som anser att andelen
provirus i arvsmassa hos djur kan vara s stor som 5-10 %.

RETROVIRUSET HIV

Alla kinner till att infektioner dir virus dr inblandade i regel dr svira att bota.

Ar det dessurom fraga om en hivinfektion (hiv = humant immunbrist virus)

ir liget innu mer svarbehandlat eftersom hivs arvsmassa bestir av RNA. Mer
om detta finner du under rubriken "Ett slarvige virus”.

Vid en primir hivinfektion utvecklas et akut sjukdomstillstind 2—4 veckor
cfter att en person smittats med hiv. Insjuknandet dr snabbt och liknar influ-
ensamed feber, rethosta, viirk i kroppen m.fl. symtom. Hudutslag férekommer
ganska ofta och ibland 4ven sar i munhla och pa genitalier. Lymfkértelsvull-
nad uppkommer forst senare. Vissa har en ganska mild insjuknandebild och
andra saknar helt symtom.

Efter detta stadium utvecklas i regel antikroppar mot hiv. Fér att kunna
pévisa om en person ir hivpositiv, gér man i dagkombinerade screeningtester
som kan uppticka bade viruset och antikroppar mot viruset. Detra ir bra,
cftersom man di minskar risken att en tidig hivinfektion inte uppticks. Férr
testade man enbart for antikroppar.

Arvsmassan hos hiv har en mycket stor forindringsbenigenhet. Jimfor
ok

man med ar hos tex. forindras arvsmassan en miljon
ganger snabbarc hos hiv. Dettadranledningen till att viruset utvecklar resistens
motantiviralalikemedel som dr till f6r att himma utvecklingen av sjukdomen

aids hos hivpositiva personer. Fér att motverka resistensutveckling hos viruset

binationsbehandli Ll del

krivsenk g med minst tre hi ochatt patien-
ten dr mycket noga med att f6lja behandlingen.

Aven om den snabba genetiska variation hos hiv innebir problem nir det
gillerbehandlingoch vaccinationsutveckling, ger den sameidige méjlighet for
forskare att kartligga virusets smittvigar. Eftersom arvsmassan forindrar sig
sioerhort snabbt har varje patients virus cte genetiske fingeravtryck. Virus hos
patienter som smittat varandra dr genetiske mycket lika men inte identiska. Ju
lingre ifrin varandra tva virus star i en smittkedja desto stérre 4r skillnaderna

ideras arvsmassa.
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Detra ir intressant ur ett iv, eftersom en sk ingav

hivsarvsmassa kan ge epidemiologer en unik méjlighet att kartligga och spara

smittspridning av hiv mellan savil individer som stdrre grupper av minniskor.
Forskarna har bland annat hjilpt polis och aklagarmyndigheter med rittsme-
dicinska utredningar nir det giller misstinkt smittspridning av hiv. Samma
tillvigagangssitt kan dven ge information till Smittskyddsinstituters likare for

kartliggning av hivsmitta frin andra delar av Europa eller resten av virlden.

Ett “slarvigt” virus
Ett retrovirus korrekeurliser inte det firdiga resultatet, vilket alltid sker med
DNA-kopior eller komplementira stringar till DNA. Det innebir att omvint

iptas lite gor fel i avlisni och att det produceras ett stort antal
felaktiga kopior. Resultatet blir att det produceras manga olika varianter av
hiv, vilket gér det extra svire att framstilla vaccin.

Under lang tid fanns éverhuvudraget ingen medicin mot virusinfektioner.
Det finns i dag antivirala mediciner som i kombination med varandra har god
verkan.

Besvirande i sammanhanget 4r den eckonomiska fakeorn. I de linder som
mestay allt skulle beh6va bromsmediciner mot hiv/aids har minniskor ingen
majlighet att betala det pris som likemedelsbolagen begir. Dessa linder utar-
mas for nirvarande pa sin unga befolkning, vilket innebir en oerhérd kata-
strof.

En forskningsgrupp med representanter fran
Smitiskyddsinstitutet, Karolinska institutet och
Sodersjukhuset har framstallt ett helt nytt vaccin mot hiv.
Gruppen har féit EU-pengar fér att gora en sa kallad fas-
I-studie (HIVIS = HIV Immunogencity Study) i Sverige pa
40 friska personer. Denna stikerhetsstudie ska faststdlla att
vaccinet ar helt ofarligt och inte ger néigra allvarliga
biverkningar. Férutom detia ér det naturligivis meningen aft
vaccinet ska testas fér att se om det kan framkalla eft
férsvar i kroppen i form av en cellfsrmedlad immunitet och
neutraliserade antikroppor.

Senare gérs en studie i Tanzania, mer inriktad pé&
immunférsvaret. Vaccinet ar anpassat for aft fungera for de
virusvarianter som &r vanligast dar. Enligt expertisen ar eft
vaccin det enda som kan stoppa hiwvirusets framfart i
utvecklingslanderna.
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Det har utvecklats nya bromsmediciner mot hiv som bygger p vari-
anter av AZT. AZT (3™-azido-2)3"-dideoxitymidin) ir en nukleosid-
analog som gar in istillet fr tymin i syntesen av DNA. Nir drogen vil
byggts in kan det efterfoljande nukleotidfosfatet inte fa kontakt med
AZT, vilket stoppar polymerisationen av DNA. Omuint transkriptas
blockeras alltsd i arbetet med att replikera -DNA-stringen.

Nyligen har en annan variant av bromsmedicin utvecklats, hiv-pro-
teas-inhibitorer. Dessa antivirala medel hirmar eller imiterar den pep-
tidbindning som normale sett attackeras av proteaser, vilket innebir att
livscykeln hos det aktiva viruset kan paverkas.

Likarna ordinerar oftast en cocktail av olika mediciner, t.ex. AZT och ett
derivatay AZT samt en proteas-inhibitor Det innebir att koncentrationen av
hivi plasma kan sinkas till nistan noll. Man har nnu inte lyckats paverka det

latent liggande hiv som finns i T-lymfocyternas minnesceller.

RNA-MOLEKYLER KAN HA KATALYTISK AKTIVITET

Alleliv pa jorden dr beroende av enzymer. Dessa enzymer styr sjilva livet och
tillater endast ate vissa specifika reaktioner kan skei cellen. "Ritningen” il alla
va DNA-molekylen.

Detta har givit upphov till ett problem som nirmast kan liknas vid para-

enzymer, inklusive de som gér nyce DNA, finns i

doxen "hénan-eller-dgget”. Vilket kom forst? DNA-molekylen, som innehal-
ler alla ritningar till hur cellen ska se ut och bete sig, eller proteinerna, som ser
cill ace DNA-molekylen kan replikeras och leva vidare?

Liksom i fallet med honan och igget, miste proteinerna
komma ifrain DNA-molekylen. Proteinernakan inte existeraom
det inte forst fanns en DNA-molekyl. DNA-molekylen kan &
andra sidan inte heller finnas utan att det forst funnits proteiner
som skapat den! Sa fragan kvarstar. Vad kom férst? Hénan eller
igget? Proteinerna eller DNA-molekylen?

Det riitta svaret ir — troligen ingetdera!

Pi 1960-talet fireslog forskarna Orgel, Woese och Crick

(samme Crick som tidigare I6st DNA-molekylens strukeur) att

RNA-molekylen skulle kunna agera bide som informationsbi
rare och som katalysator. Forskningen pa hur RNA bearbetas
cfter transkriptionen ledde si smaningom till upptickeen av
RNA med katalytisk akrivitet, dvs. RNA-molckyler som fung-
erar som enzym. En sidan RNA-molekyl kallas ett ribozym:
Precis som vid fallet med enzymatiska proteiner, forlorar ri-

bozymerna sin aktivitet om de denatureras.
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i i Att det finns RNA-molekyler med enzymatisk aktivitet har lett fram till en
)N\ | J\ | hégst fantasieggande hypotes — de allra tidigaste "livsformerna” skulle kunna
W00y w0y ha varit RNA-molekyler med formaga att replikera sig sjilva!
o] 0
De férsta ”livsformerna”
OH

Jorden var i sin tidiga barndom en
deoxitymidin mycket ogistvinlig plats med minga
och kraftiga dskvider. Jordens ur-
sprungligaatmosfir bestod troligen till
W 8.15 AZT ar en tymidinanalog.
Eftersom det inte sitter en OH-grupp
b5 3"kolet pa AZT, kan infe DNA

syntesen fortsatta efter det att AZT

storsta delen av metan (CH,,), ammo-
niak (NH,), vatten (H,0) och viitgas
)

I laboratorieférsok, dir dessa enkla

byggls in i den vxande DNA
stangen imnen utsates for elekeriska urladd-
ningar, har man kunnat fi mer reaktiva
molekyler, tex. vitecyanid (HCN)
och aldehyder.

Om vitecyanid och aldehyder far

reagera kan bade aminosyror, pyrimi-

diner och puriner bildas. Vid laborato-
= 8.17 Som M. C. E:
Drawing Hands" har livet farfinat

chers

riefdrsok har man kunnat visa att det

bildas adenin om ammoniumcyanid

sicivt allt mer under evolutionens

(NH CN) aterloppskokar under nagra dagar. Annu intressantare blir det om

007 The M.C. Escher Company.
Hollond. Al ights reserved. man betinker att de flesta kofaktorer (en slags hjilpande strukeur i manga
enzymer) innchiller adenin! Ar detta bara en slump — eller finns det ett evo-
lutioniire samband?

En sjilvreplikerande RNA-molekyl av det slag som diskuteras ovan, skulle
snabbt géraslut pa de fi byggstenar som uppstattiden urtidajordens organiska
soppa. Behovet av att kunna metabolisera kan alltsd ha uppstite mycket tidige
ilivetshistoria. Dagens ribozymer har en ganska begrinsad karalyrisk akriviter,
men det ir mjlige ate datidens ribozymer var betydligt mer potenta; genom
olika forsok vet man att ribozymer skulle kunna ha hégre katalytisk akeivi-
tet.

Det ir lite att forestilla sig att det ganska tidigr i livets barndom dék upp
"molekylira parasiter’, fregingare till RNA-virusen. En RNA-molekyl med
1ag cller ingen férmaga till replikation, skulle pé sa sitt kunna utnyttja trans-

positionen till att fora sig sjilv vidare. Pa si sitt skulle den kunna dka snalskjuts

forst2 Honan eller aggel?

paen RNA-molekyl med god férmaga att replikera sig sjilv.
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Naturlige urval skulle kunna frambringa platsspe-
cifik rekombination, eftersom parasiten inte vill
forstorasin vird! Dettaskulle ocksd ha kunnat leda
fram till en symbios mellan parasit-RNA och vird-
RNA - vilket i slutindan skulle kunna ge funktio-
nellt och strukeurelle mer komplicerade "organis-
mer”.

Nir slutligen DNA borjade anvindas i stillet
for RNA, ékade stabilitcten den lagrade informa-
tionen — den sista grundstenen fér liv pa jorden
lades pa plats.

Dettair naturligtvis en hypotes med manga och
storaluckor. Det har utféres en del experiment som

stoder hypotesen, men mycket forskningsarbete

aterstar innan den kan bekriftas eller vederliggas.

B 8.18 Hommarhuvudsribozymet. Vissa viruspartiklar innehéller RNA-
strukiurer med f6rmagan oft kiyva RNA vid specifika stéllen. Dessa RNA-
molekyler kallas hammarhuvudribozymer, efiersom de anses likna ham
marhuvuden. PDBid: 379d

MJUKDELAR FRAN TYRANNOSAURUS REX

1 filmen “Jurassic Park” dterskapas d frén igtvis rér det sig dock infe om de nedbruina
DNA funnet i myggor som sugit blod fréin dinosaurier och. resterna av cellerna - det bara ser ut s&. Forskarna menar
darefter fastnat i kadda och fossilerats. Aven om det vore aft det snarare rér sig om fossilering pé& molekylar niva.

tekniskt méjligh aft &lerskapa sé stora ndagider DNA fved
PCR amplifieras vanligtvis endasl an kel cle ey ell bl
genom), s& aterstar problemet mecl 11 f¢ it DI 1A

i en lamplig cell och & den aft b1 Jsl
sig pé lampligt satt.

I Montana, USA, har man hitter-
organiska rester fran en
Tyrannosaurus rex som dog for
68 milioner ar sedan. De orga-
niska resterna ser ut ungefér

som celler och tunna blodkarl

Det spénnande med detta &r al
organiska rester vanligtvis bryts
ned mycket snabbt efter aft eft cjur
dér. Benen, som ér svérare att bryte
ned, kan under gynnsamma omstziad ghe
ter forstenas och bilda fossil
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SAMMANFATTNING

* Foratckunnautdvasin andrafunktion —attvara mall for proteiner — mste
DNA-molekylen férst transkriberas till RNA. Det sker genom att ett
enzym kallat RNA-polymeras syntetiserar en RNA-string med den ena
DNA-striingen som mall. RNA-polymeraset behdver ingen primer for ate
kunna syntetisera nyte RNA, vilket ju DNA-polymeraserna behover.

Transkriptionen startar vid en specifik sekvens kallad promotor, som ligger
uppstréms om genen. Precis som vid DNA-replikationen byggs nya ribo-

nukleotider pa den vixande RNA-striingens 3’-hydroxylgrupp.

Lac-operonet, som innehaller gener som gor att bakeerien E. coli kan leva
med laktos som enda kolkilla, ir bade positive och negativt reglerad. S&
linge laktoshalten i odlingsmediet drlag, sitter en repressor fysiskt i vigen,
sd att RNA-polymeraset inte kan komma dt att transkribera generna. Om
laktoshalten dr hog, krivs det att glukoshalten ocksé ér Iag for att generna
skall bérja transkriberas. Nir glukoshalten dr lag akriveras nimligen CAP-

proteinet, som binder in till DNA-stringen och underlittar for RNA-
I

P att binda till p n och dirmed bérja transkribera ge-

nerna.

Efter transkriptionen ar manga RNA-molekylerytterligare forind-

ringar. IDNA:thosde cukaryota finns det oftalangastrickor
RNA, som inte translateras till protein, och som maste tas bort. Det sker i
enmetod som kallas splitsning, dir intronerna tas bort for att endast limna

kvar exoner, vilka alltsd utgor det mogna mRNA:t.

En del virus, s.k. retrovirus, har arvsmassa som endast bestar av RNA. For
att dessa virus ska kunna tasigin i cellen och replikeras, maste RNA:t forst
skrivas om till DNA. Den processen skdts av ett enzym som kallas omvéne
transkriptas, och som bara finns naturligt hos virus. HIV (humant im-
munbristyirus) ir ett sidant retrovirus. Det har en vildige hég mutations-
take, vilket gor det extremt svart att skapa ett fungerande vaccin mot det.
Man har uppticke att det finns en del RNA-molekyler med katalytisk ak-
tivitet. Sidana RNA-molekyler kallas ribozymer. Det finns forskningsre-

sultat som tyder pa att nigon typ av ribozymer skulle kunna ha varit de

allra forsta "organismerna” som upptridde pa jorden.
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FRAGOR

G-FRAGOR
1. Vilka huvudtyper av RNA finns det?
2. Vilken uppgift har
(a) mRNA
(b) t(RNA
(c) rRNA
icellen?
3. Vad iir transkription?
4. Vad ir den kodande stringen?
5. Vad dr mallstringen?
6. Vad ir ett RNA-polymeras?
7. Vad ir en promotor?
8. I vilka tre steg kan man dela in RNA-syntesen?
9. Vad innebir
(a) uppstroms
(b) nedstroms
ifraga om rikening i en DNA-molekyl?
10. Vad innebir det att en gen uttrycks konstitutive?
11. Vad ir en hushallsgen?
12. Vad dren
(a) repressor?
(b) aktivator?
(c) operator?
13. Vad innebir
(a) negativ reglering?
(b) positiv reglering?
14. Vad har enzymet f-galaktosidas for funktion i E.
coli?
15. Vilka tva typer av terminering har man identifierat
iE. coli?
16. Vad ir
(a) omoget RNA?
(b) primdrt RNA?
(¢) moget RNA?
(d) sekundirt RNA?
17. Vad innebir posttranskriptionell behandling?
18. Vad innebir splitsning?
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19. Vad ir
(a) ettintron?
(b) ettexon?
(c) en poly(A)-svans?
(d) en spliccosom?
20. Vad ir omvint transkriptas?
21. Vad ir ett ribozym?
22. Vilken funktion har nutida ribozymer oftast?
23. Vad iir ett ribozym?

VG-FRAGOR

1. Redogdr for bildni
vid transkription hos E. coli.

ineda kompl
av det stingda komp

2. Redogdr for bildning av det 8ppna komplexet vid
transkription hos E. coli.

3. Redogor for elongeringen av RNA-molekylen.

4. Redogdr for hur transkription sker i cellen.

5. Vilka likheter och skillnader finns det mellan
DNA- och RNA-syntes?

6. Enstricka DNA med foljande sckvens transkribe-
ras: 3“-TACTCACGCATCCAT-5’ Vilken blir
den resulterande RNA-molekylen?

7. Forklara varfor cellen maste reglera hur de flesta
generna uttrycks.

8. Forklara hur transkriptionen av konstitutive ut-
tryckea gener regleras.

9. Forklara hur lac-operonet hos E. coli regleras
(a) negativt.

(b) positivt.

10. Vad har 5™-huvan och poly(A)-svansen for funk-
tion i den mogna RNA-molckylen?

11. Redogér for nagot site, pavilket man troratt splits-
ning av den omogna RNA-molekylen sker.

12. Vilka likheter och skillnader mellan omvént trans-
kriptas och DNA-polymeras finns det?

13. Forklara varfor man tinker sigatt ribozymer var de

forsta "organismerna” pa jorden.
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