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Arets Nobelpris gir till tre forskare som har lost en av biologins stora gitor: Hur kan kromo-
somerna som innehéller vir arvsmassa kopieras pa ett fullstindigt sitt vid celldelning och
skyddas mot nedbrytning? Nobelpristagarna har visat att forklaringen finns i kromosomernas
dndar — telomererna — och i ett enzym som bildar dem — telomeras.

Elizabeth Blackburn och Jack Szostak var de forsta att visa att den unika DNA-sekvens som
finns i telomererna har som funktion att skydda kromosomerna. Carol Greider och Elizabeth
Blackburn kunde direfter visa att telomererna kan f6rlingas av enzymet telomeras.

Upptickterna har hjilpt oss att bittre f6rstd hur véra gener och celler bevaras under livet.
Telomerer och telomeras spelar dessutom en viktig roll i olika sjukdomar som till exempel
cancer. Kunskapen har ocks lett till okad forstaelse av hur vira celler och kroppar 4ldras.

Klistriga kromosomer

Intresset for telomerer vicktes redan pd 1930-talet nir forskarna Barbara McClintock och
Hermann Muller uppmirksammade att kromosomernas indar verkade ha en skyddande
roll. Barbara McClintock sig att kromosomer som saknade d@ndpartiet blev “klistriga” —
de smilte ofta samman med varandra eller bréts ned. Liknande observationer gjordes av
Hermann Muller, som myntade ordet telomer frin grekiskans zelo (inde) och meros (del).

P4 den tiden var dock kromosomernas inre uppbyggnad si gott som okind. Forskarna visste
att kromosomerna inneholl arvsmassan och misstiinkte att telomererna skyddade denna fran
att forstdras, men hur detta gick till kunde de inte forsta.
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Kromosomer

Cell

w ‘ Telomer-DNA

Telomeren

Kromosomerna innehéller de ldnga tradlika DNA-
molekyler som bédr vara gener. Telomererna utgér
ett slags hdttor pa kromosomernas dndar.

Problemet med den (0)indliga forkortningen

I borjan av 1970-talet var det dags for en ny generation molekylirt inriktade forskare att
forbryllas av kromosomindarna. James Watson, som tillsammans med Francis Crick 15ste
DNA-molekylens struktur, pdpekade ett besvirande forhillande. Den etablerade teorin
for hur cellens DNA kopieras infér celldelningen gick inte ihop med det faktum att DNA-
stringen har en dnde!

Minga ligre organismer sdsom bakterier har cirkulira DNA-
molekyler och har dirfér inga indar som behover kopieras.
Djur och minniskor har diremot linjira DNA-molekyler. Hur
forskarna dn vred och vinde pa saken kunde de inte f6rstd hur
dessa DNA-stringar kan kopieras utan att en bit av inden
gér forlorad. Efter upprepad kopiering och férkortning borde

Cirkulart DNA

arvsmassan och cellerna skadas. Fragan var dirfor hur cellerna
gor for att undvika denna forkortning. Detta sé kallade dnd-

replikationsproblem fick pi ett elegant sitt sin losning genom
upptickterna som belénas med arets Nobelpris.

Linjart DNA
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Andreplikationsproblemet

Nér en cell delar sig 6ppnas den dubbelstréngade DNA-molekylen
i kromosomen och kopieras av enzymet DNA-polymeras. Den ena

(ledande) strdngen kopieras i ett enda svep. Den andra (slédpande)
strdngen kopieras i korta avsnitt.

Slapande strang

<
LLETLT]
<

Ledande stréang

DNA kopieras
infor celldelningen
13

DNA-polymeras behéver
—Illllglllilrlllll 5 en sd kallad primer fér att

paborja kopieringen.
DNA-polymeras

Slapande stréang

Primer
Under kopieringen av den
] 3 slapande strangen uppstar
——j—__ T korta luckor som sedan fylls
o= 4}":, igen s& att en intakt DNA-
Luckan Luckan molekyl bildas.
sluts helt fy||5 igen Primer
Ursprunglig stréng Luckan langst ut i anden
] 3" kan inte fyllas igen. Den
5’ nya DNA-strangen blir dar-
Ny stréng Forkortad ande ~ \ for kortare an originalet.
Luckan fylls
inte igen

Forvantat resultat

Observerat resultat
Varje gang cellen delar sig borde
kromosomerna bli kortare. Till

slut borde kromosomerna brytas
ned och forstoras.

Kromosomerna verkade ha

andpartier som skyddade dem
fran att forstéras. Men hur

detta gick till var en gata.

et
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RUPAL THAZHATH/ JACEK GAERTIG

Infor celldelningen formas

s T e et r T e r o T F T A A E T T oo T T Glarvsmassan,DNA,tlIIkromosomer

C G ACCGTAC TGCTATTCGACGAATCC

Kromosom-DNA

DNA-molekylen innehaller kvavebaserna adenin (A),
guanin (G), cytosin (C) och tymin (T) vars ordningsféljd
utgor den genetiska koden.

En unik DNA-sekvens

Elizabeth Blackburn genomf6rde sitt doktorandprojekt i Frederick Sangers laboratorium
i Cambridge, England, dir en helt ny teknik for kartliggning av DNA-sekvenser hade
utvecklats. Nir hon 1975 kom som nydisputerad forskare till Yale University i USA ville
hon anvinda sina nyvunna kunskaper for att utforska arvsmassans sammansittning. Vid
denna tidpunkt var det dock mycket svért att f3 tillgang till tillricklig mingd genetiskt
material for att gora sidana analyser.

Hennes nya mentor Joseph Gall hade visat att den encelliga organismen Tetrahymena
innehéller ett stort antal relativt korta linjira DNA-sekvenser (minikromosomer) vilket
gjorde det mojligt att isolera stora mingder av just detta genetiska material. Elizabeth
Blackburn gav sig i kast med att analysera minikromosomernas indar, telomererna, och

fann dir en kort DNA-sekvens, CCCCAA, som upprepades mellan 20 och 70 ginger.

Telomer-DNA

GGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTT
CCCAACCCCAACCCCAACCCTCAA

Telomer-DNA i encellig organism

Tetrahymena ér ett encelligt flimmerdjur

som lever i vatten. Dess séregna inre upp-
byggnad har gjort den intressant fér forskare.
Varje Tetrahymena innehaller exempelvis
6ver 40 000 telomerer, vilket gjorde den till
en perfekt startpunkt fér utforskandet av
telomer-DNA.

Det var en intressant observation men DNA-sekvensens funktion var fortfarande helt okind
och fynden vickte fler fragor in de gav svar. Sirskilt svarforklarligt var det faktum att antalet
upprepningar av sekvensen skiljde sig mellan olika exemplar av minikromosomerna. Det
verkade som om DNA-sekvensen inte bildades pa vanligt vis utan adderades i efterhand
till kromosomindarna — men hur?
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Genombrottet — ett artoverskridande experiment

Blackburn berittade om sina mirkliga fynd i Zetrahymena pa en vetenskaplig konferens
1980. Bland &horarna fanns forskaren Jack Szostak frin Harvard Medical School, USA,
som just di brottades med ett problem. Han ville studera hur artificiella linjira DNA-
stringar fungerar i jist, men hindrades av att de DNA-stringar han forde in i jistceller
snabbt bréts ned.

Szostak insdg att han och Blackburn var intresserade av nirbesliktade fragor. Trots att
organismerna de studerade var mycket olika foreslog han ett artoverskridande experiment.
Kunde telomersekvenserna frin Tetrahymena skydda DNA-stringar frin nedbrytning i
jast? Det var en djirv hypotes, men experimentet var enkelt att genomfora och frigan var
intressant. De bida bestimde sig for att det var virt ett forsok.

Blackburn, som nu ledde ett eget laboratorium vid University of California i Berkeley, renade
fram telomersekvensen frin Zerrahymena. Szostak kopplade ihop denna med linjira DNA-
strangar frn jist som han sedan f6rde in i jistceller. Resultaten, som publicerades 1982, var
sliende — telomer-DNA-sekvensen skyddade jistkromosomerna frin att brytas ned.

Det stod nu klart att det 4r den unika DNA-sekvensen som ger telomeren dess skyddande
funktion. Eftersom telomer-DNA frin en organism, det encelliga flimmerdjuret Zezrahymena,
kunde skydda DNA i en helt annan organism, jistsvamp, maste det rora sig om en funda-
mental mekanism som ir gemensam for vitt skilda arter.

Kromosomer
med telomerer

1. Minikromosomer utan telomerer

fordes in i jastceller. De forkortades F':an q
o BrEs REel ‘ flimmerdjur...
‘ \ — Telomer-DNA
\ ~ 5// - o ® - I
/ _ o . till jastsvamp
/ Konstgjorda e @
-~ \ minikromosomer O\ -
~ / /7 o \
2 — / ¢ \ O =
£ \ Cmmd O !
: / = 5
= .\ /
o ), \) -
Jastcell
Jastcell

2. Telomer-DNA fran Tetrahymena kopplades ihop
med minikromosomerna och fordes in i jastceller.
Minikromosomerna bevarades intakta.
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Sekvensen gar igen

Szostak vidareutvecklade experimentet och lyckades snart identifiera ocksa jistcellens egen
telomersekvens. Detta gjorde han genom att ta bort den ena telomeren frin de konstgjorda
kromosomerna som han och Blackburn hade skapat och i stillet sitta dit olika DNA-
fragment frén jistceller. De flesta av kromosomerna bréts dd snabbt ned. Men till slut
hittade han en DNA-sekvens som kunde stabilisera kromosomerna i en jistcell.

Det visade sig att dven jistcellernas telomerer innehaller en kort upprepad DNA-sekvens,
mycket lik sekvensen frin Terrahymena. Senare forskning har visat att detta giller
telomererna hos de flesta vixter och djur — frin améba till minniska. Man vet idag att den
upprepade sekvensen binder till sig specifika proteiner som bildar en skyddande kapsel
runt de 6mtdliga DNA-4indarna. Utan kapseln binder DNA-indarna ldtt till varandra sd
att kromosomerna ofta smilter ssmman.

Andarna indrar lingd!

Nir Blackburn och Szostak analyserade kromosomer som funnits en tid i jistceller upptickee
de att deras telomerer hade forlingts. Flera studier bekriftade att telomerernas lingd bade
vixer och krymper. I enlighet med James Watsons f6rutsigelse forkortas DNA-stringarna
vid celldelning, men de verkade ocksé forlingas genom att DNA-sekvenser adderas.

Detta forbryllade de bada forskarna. Visserligen kinde man till enzymer som bygger DNA.
Dessa sd kallade DNA-polymeraser kan "ldsa av” och géra en exakt kopia av en befintlig
DNA-string. Men hir var det inte frigan om att kopiera frén en DNA-mall, utan att
forlinga en DNA-sekvens i inden. Kunde det finnas ett okint enzym som bygger DNA
pa detta sitt?

Konstgjort

& telomer-DNA

Upptickten av telomeras
B

Den 23-driga doktoranden Carol Greider & “
som arbetade pa Blackburns laboratorium T /
i Berkeley tog sig an den intressanta upp- /G \G\
giften. Greider och Blackburn framstillde 7%
ett extrake frin Tetrahymena-celler och \1\
tillsatte en blandning av korta telomer- Extrakt fran Nukleotider
DNA-sekvenser och radioaktivt mirkta crgﬁfrhymena-

nukleotider (DNA-byggstenar). Om endast
de vanliga DNA-polymeraserna fanns i :
extraktet skulle inget hinda, men om det =8l

W

sty

eftersokta enzymet fanns i cellextraktet

[

borde telomererna forlingas med de radio- 9
aktiva nukleotiderna.

Nobelpriset i fysiologi eller medicin 2009 http://nobelprize.org 6(12)



P4 juldagen 1984 sig Greider de forsta (CCCCAR), oo

Yeast
bevisen for en ny enzymaktivitet. Den s mﬁﬁm,‘\ ‘ K No aligo
kallade sekvenseringsgelen uppvisade en j |/

prydlig trappa. DNA-fragmenten som var
identiska nir de blandades i cellextraktet hade
fitt olika lingder genom att de radioaktivt
mirkta nukleotiderna hade adderats — i precis
den ordning som kinnetecknar Zetrahymenas
telomerer. Ett helt nytt enzym var uppticke
och doptes kort darefter till "telomeras”.
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1. Korta fragment av telomer-DNA I I I I . 2
och radioaktivt markta nukleotider —— — — |
blandades i ett extrakt av Tetra- (CCCCAA),- - 5
hymena-celler. :

1234 56789

2. Ett enzym i cellextraktet férlangde telomer-DNA-sekvenserna.
Monstret pa sekvenseringsgelen (5 och 6 ovan) visade att enzymet
forlangde telomer-DNA fran bade Tetrahymena (TTGGGG) och jast
men saknade effekt pa andra DNA-sekvenser.

En byggarbetare med egen ritning

De kommande ren dgnade Blackburn och Greider 4t att lista ut hur telomeras utfor
sitt arbete. Kirnfrdgan var enkel att formulera men svér att 16sa. Hur kunde enzymet i
cellextraktet "veta” i vilken ordning nukleotiderna skulle adderas?

Efter flera ars arbete kunde Blackburn och Greider foresla den modell som i dag dr allmint
accepterad. Precis som andra enzymer har telomeras en proteindel som kan bygga DNA-
stringar. Men unikt for telomeras 4r att det ocksa innehéller en RNA-komponent (en nira
slikting till DNA) som har samma sekvens som telomerens ena DNA-string. P4 sé sitt har
telomeras alltid ritningen for sitt byggnadsverk med sig.
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Greider och Blackburn lyckades 1989 visa att RNA-komponenten i telomeras verkligen
innehéller en sekvens motsvarande telomerens. Det slutgiltiga beviset pd att modellen
madste vara riktig kom frin Blackburns grupp ett r senare. Forskarna forde in mutationer
i telomerasets RNA-komponent och kunde direfter pdvisa motsvarande férindringar i

telomerens DNA.

1= Telomer-DNA
G byggs pa bit for bit

Telomer-DNA, \T _ yggs p
sekvens fran Tetrahymena

ol

TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG
AACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAA

G .
T = ~ RNA-mall
Protein 5 ATGGGGTTG ma
7~ "ACcccAAc
Telomeras
Enzymet telomeras férlénger DNA-
sekvenser i kromosomernas dndar.
Det bestar av ett protein och en
RNA-sekvens. RNA-delen fungerar
som mall nér nytt telomer-DNA sétts
samman.
Sa loser telomeras dndreplikationsproblemet
Forskarna kunde nu férsta hur cellen bar sig at for att féra
vidare oférkortade kromosomer till dottercellerna vid cell-
delningen. Telomeras férlanger telomeren, och telomerens
DNA erbjuder en plattform som goér det mojligt for DNA-
polymeras att kopiera kromosomen i hela dess langd.
DNA-strangens ande innehaller Ursprunglig strang )
telomer-DNA som bildas av 9}
telomeras. Telomeras

‘ RNA-maII/

Den slapande DNA strangen T3

kopieras i korta avsnitt av DNA- 11 111 <ot 11111 <o 1111 1 <o 111115
polymeras. — —
DNA-
‘ polymeras

Luckorna fylls igen. s
P ———_ .‘_,"' _,"' 5
L & o < e
Luckan
fylls igen

Ursprunglig strang

Primer

Den nya strangen ar lika lang
som den ursprungliga.

ITIT1T113"

Ny stréng
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Krympande telomerer och dldrande celler

Det var nu dags att borja undersoka vilken roll telomeren spelar i cellens liv. Szostaks grupp
identifierade mutationer i jistceller som gjorde att telomererna gradvis blev kortare. Cellerna
vixte simre och slutade s& sminingom att dela sig. Blackburn och hennes medarbetare
forde in mutationer i telomerasets RNA i Zetrahymena och fann liknande effekter. I bida
fallen ledde detta till att cellen aldrades i fortid, si kallad senescens. En intakt telomer
skyddar alltsd kromosomen mot skador och skjuter upp cellens dldrande.

Upptickterna av de grundliggande mekanismerna gjordes i encelliga organismer, men
1988 identifierades en snarlik DNA-sekvens 4ven i minniskans telomerer. Nu lag vigen
oppen for utforskandet av telomerernas roll i minniskokroppen.

En klocka som styr dldrandet?

Den ryske forskaren Alexei Olovnikov hade pd 1970-talet gjort en intressant association.
Kanske kunde det sa kallade dndreplikationsproblemet ligga bakom minskliga cellers
begrinsade kapacitet till celldelningar? Hudceller frin en nyf6dd minniska kan exempelvis
dela sig 80 till 90 ganger i cellodlingar, medan celler frin en 70-aring bara delar sig
20 till 30 ganger. Olovnikov foreslog att kromosomerna forkortas vid varje celldelning,
och att orsaken till att delningen till slut upphor ir att kromosomerna har krympt under
en kritisk grins.

Greiders grupp kunde mycket riktigt visa att telomerer i minskliga celler forkortas vid
celldelningar. Resultaten vickte uppmirksamhet i forskarsamhillet och man spekulerade
att telomerforkortning skulle kunna vara sjilva orsaken inte bara till cellens, utan till hela
organismens &ldrande. Kanske kunde telomeren fungera som ett rikneverk som avgér hur
linge cellen kan dela sig.

Aven om idén ir lockande vet vi nu att den ger en ofullstindig bild av ildrandet. Det iir till
exempel nu kint att de flesta celler, trots deras begrinsade formaga att dela sig i cellodling,
troligen klarar att dela sig fler gnger i kroppen 4n vad som ir nédvindigt under en
minniskas livstid. Aldrandeforskningen har gitt framit p4 flera fronter och idag vet man
att dldrandet styrs av manga olika faktorer varav telomerens funktion ir en. Telomerernas
betydelse for dldrandet fortsitter att utforskas intensivt.

Telomeras och cancer

De flesta normala celler delar sig sillan. Deras kromosomer blir dirfér inte f6r korta och
de behover inte sirskilt hog telomerasaktivitet. Cancerceller har diremot f6rmdga att dela
sig 1 all odndlighet. Men hur kan de bevara sina telomerer och undga celléldrande?

Man har funnitatt 80 till 90 procent av alla cancerceller har onormalt hg telomerasaktivitet.
De undviker dirigenom att forlora sina telomerer trots ett stort antal celldelningar. Forskarna
tror att successiv telomerforkortning i normala celler kan vara en viktig skyddsmekanism
mot den skenande och okontrollerade celldelning som kinnetecknar cancer.

Detta har lett till fsrhoppningar om att kunna behandla cancer genom att sl3 ut telomeras,
antingen genom substanser som kan himma aktiviteten hos telomeras eller med vaccin
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som aktiverar immunfdrsvaret till act angripa celler med forhojd telomerasaktivitet. Flera
sddana vacciner testas nu pa minniskor i s& kallade kliniska provningar.

Det finns dock en rad problem som mdste dvervinnas innan telomeras kan bli en effektiv
maltavla vid cancerbehandling. Att enbart sinka telomerasaktiviteten kan vara otillrickligt
eftersom vissa cancerceller har hittat alternativa, telomerasoberoende, sitt att bilda telomerer.
Dessutom riskerar man att sl3 ut friska celler som normalt har hég telomerasaktivitet, ndgot
som sirskilt giller f6r kroppens stamceller.

Betydelsen av fungerande telomerer i kroppens stamceller illustreras genom att flera drftliga
sjukdomar har visat sig bero pd telomerasdefekter. Det giller bland annat vissa former av
drftlig anemi, dir otillricklig celldelningsaktivitet i benmirgens stamceller orsakar svar
blodbrist. Andra exempel ir vissa idrftliga hud- och lungsjukdomar.

Drevs av nyfikenhet

Upptickterna som belonas med arets Nobelpris ir typiska exempel pd nyfikenhetsdriven
grundforskning. Upptickterna gjordes utan ndgot tydligt mal i form av tillimpningar och
intresserade till en borjan en relativt liten krets insatta forskare. Detta forindrades dock
efterhand, inte minst d4 betydelsen f6r minniskans biologi bérjade bli alltmer uppenbar.

Det dr dnnu for tidigt att siga var historien om telomererna slutar. S3 hir lingt stdr det
dock klart att upptickterna inte bara gett en ny bild av cellens inre maskineri, utan dven
belyst viktiga medicinska problem och visat pa nya behandlingsmajligheter.

Nyckelpublikationerna:

Szostak JW, Blackburn EH. Cloning yeast telomeres on linear plasmid vectors.
Cell 1982; 29:245-255.

Greider CW, Blackburn EH. Identification of a specific telomere terminal transferase
activity in Tetrahymena extracts. Cell 1985; 43:405-13.

Greider CW, Blackburn EH. A telomeric sequence in the RNA of Tetrahymena
telomerase required for telomere repeat synthesis. Nature 1989; 337:331-7.
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Pristagarna

Elizabeth H. Blackburn ir australiensisk
och amerikansk medborgare. Hon ir f6dd
1948 1 Hobart, Tasmanien, Australien,
studerade vid University of Melbourne,
disputerade 1975 vid University of
Cambridge, England, och arbetade sedan
vid Yale University, New Haven, USA.

Under 1980-talet var hon forskare vid
University of California, Berkeley, och
sedan 1990 ir hon professor i biologi och
fysiologi vid University of California,

San Francisco.

Carol W. Greider ir amerikansk medborgare.
Hon ir fodd 1961 i San Diego, Kalifornien,
USA, och fick sin utbildning vid University

of California, i Santa Barbara och i Berkeley,
dir hon disputerade 1987 med Blackburn som
handledare.

Efter forskningsarbete vid Cold Spring
Harbor Laboratory i New York blev hon 1997
professor vid institutionen for molekylir-
biologi och genetik, Johns Hopkins University
School of Medicine i Baltimore.

Jack W. Szostak ir amerikansk medbor-
gare. Han féddes 1952 i London, England,
och vixte upp i Kanada. Han ir utbildad
vid McGill University i Montreal och
disputerade vid Cornell University i Ithaca,
New York 1977.

Sedan 1979 ir han verksam vid Harvard
Medical School, dir han numera ir professor
i genetik vid Massachusetts General Hospital
i Boston. Han ir dven knuten till Howard
Hughes Medical Institute.
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Tidigare Nobelpris inom forskningsomradet

Arets pris har bersringspunkter med flera tidigare Nobelpris, som belénat forskning
om hur arvsmassan ir uppbyggd, kopieras och férdelas vid celldelning.

Ar 1933: Thomas Hunt Morgan ”f6r hans upptickter rérande kromosomernas
arftlighetsbirande funktioner”.

Ar 1946: Hermann Joseph Muller ”for upptickten av framkallandet av mutationer
medelst rontgenbestralning”.

Ar 1958: Joshua Lederberg ”for hans upptickter rorande genetisk rekombination
samt arvsmassans organisation hos bakterier”.

Ar 1959: Severo Ochoa och Arthur Kornberg "for deras upptickter av mekanis-
men vid den biologiska syntesen av ribonukleinsyra och deoxiribonukleinsyra”.

Ar 1962: Francis Crick, James Watson och Maurice Wilkins ”for deras upptickt
av nukleinsyrornas molekylira uppbyggnad och dess betydelse f6r informations-
overforing i levande materia”.

Ar 1975: David Baltimore, Renato Dulbecco och Howard Temin “for deras
upptickter 6ver tumdrvirus samspel med cellens arvsmassa”.

Ar 1983: Barbara McClintock for hennes uppticke av rorliga strukturer i
arvsmassan’.

Ar 2001: Leland Hartwell, Tim Hunt och Paul Nurse "for deras upptickter
rérande kontrollen av cellcykeln”

Férutom ovan nimnda Nobelpris i fysiologi eller medicin har forskning inom detta
omrade resulterat i Nobelpris i kemi.

Ar 1980: Paul Berg, Walter Gilbert och Frederick Sanger f6r deras insatser

rorande bassekvensbestimning i nukleinsyror”

Redaktionskommittén f6r arets populirvetenskapliga presentation av Nobelpriset i fysiologi
eller medicin har utgjorts av foljande professorer vid Karolinska Institutet, tillika
ledaméter av Nobelférsamlingen:

Goran K. Hansson, Klas Kirre, Nils-Goran Larsson, Thomas Perlmann
och Rune Toftgard

Text: Ola Danielsson, medicinjournalist
lustrationer: Bengt Gullbing och Annika Réhl
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