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Nyckeln till liv pa atomniva

I bérjan av 1900-talet var den kemiska grunden fér liv ett mysterium. | dag vet vi hur manga av de vikti-
gaste processerna fungerar dnda ner p& atomniva. 2009 ars Nobelpris i kemi belénar den detaljerade
kartlaggningen av ribosomen; cellens maskineri for proteintillverkning. Ribosomen omvandlar den
passiva informationen i DNA-molekylerna till form och funktion.

Niar Charles Darwin ar 1859 lanserade evolutionsteorin byggde den pd att egenskaper ar
arftliga och att det d& och da sker slumpartade férandringar av egenskaperna. Lyckade for-
andringar, som okar 6verlevnadsférmégan, bevaras till kommande generationer.

Nar forskarvirlden hade smélt Darwins tankar foljde: men vad dr det som gér i arv? I vad upp-
star dessa slumpartade férandringar och hur kan de komma till uttryck i en levande varelse?

Arets Nobelpris 1 kemi dr det tredje i en serie av priser som pa atomnivd visar hur Darwins
teorier fungerar i praktiken. Bilder, framtagna med hjilp av olika rontgentekniker, visar hur
den enkla DNA-koden kan bli till horsel, kdnsel och smak; muskler, ben och hud; rorelse,
tankar och prat.

Trilogin borjar med ett av de mest kdnda Nobelprisen; ndr James Watson, Francis Crick
och Maurice Wilkins ar 1962 belonades for en atommodell av den dubbelstrangade DNA-
molekylen. Det andra priset tilldelades Roger D. Kornberg &r 2006 {or rontgenstrukturer som
klargjorde hur informationen i DNA kopieras till molekylen budbdrarRNA.

Ribosomen oversatter genetisk information till handling

Arets tre Nobelpristagare, Ada E. Yonath, Thomas A. Steitz och Venkatraman Ramakrishnan,
belonas for sina kartliggningar av ribosomen — ett av cellens mest sammansatta maskinerier
— ner pa atomniva. Ribosomen lidser av informationen i budbirarRNA och tillverkar utifrén
den proteiner. Forskarna kallar detta for translation. Det 4r 1 denna 6versidttningsprocess, dar
DNA/RNA-sprék blir till proteinspriak, som livet blir till i hela sin komplexitet.

I kroppen finns tiotusentals olika proteiner som med makalds precision styr det mesta som
sker. Exempel pa proteiner dr hemoglobin som transporterar syre fran lungorna ut i kroppen,
insulin som styr sockernivierna i blodet, antikroppar som fangar upp inkriktande virus, och
keratin som bygger upp har och naglar.

Ribosomer finns i alla celler hos alla levande organismer, frdn bakterier till mdnniskor. Efter-
som ingen levande varelse klarar sig utan ribosomer ar de perfekta méltavlor for likemedel.
Miénga av de antibiotika som finns i dag sldr ut bakteriernas ribosomer, men limnar min-
niskans 1 fred. Kunskapen, som drets tre Nobelpristagare har tagit fram, kan darfor bli av-
gorande 1 jakten pd nya antibiotika. Men mer om detta senare. Nu ater till det mysterium som
sysselsatte kemister och biologer under 1900-talets mitt. Hur fungerar liv rent kemiskt?

Nobelpriset® ar av Nobelstiftelsen registrerat varumarke.
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(figur 1). De flesta trodde att proteinerna var de arvs-
biarande generna, eftersom de dr mer komplexa 4n DNA.
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man, fungerar som byggmaterial. Andra, enzymerna, startar och styr

kemiska reaktioner. Men trots att de fyller s& ménga olika funktioner

1 cellen bestdr alla proteiner av samma byggstenar, av tjugo olika

slags aminosyror. Likt pérlor i ett parlband sitter de sammankop-
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kortare dn blodkropparnas hemoglobin.

DNA - for enkel for att bara arvet vidare

DNA-molekylen var ddaremot féga intressant for 1940-talets
forskare. Den isolerades frén cellens kidrna 1871 av schweizaren
Friedrich Miescher. Han kallade den nyfunna molekylen for
nuklein (kdrna heter nucleus pa latin).

Precis som proteiner, ar DNA ett parlband av mindre molekyler. Men DNA
bestar bara av fyra olika pirlor, nukleotider (figur 1). Dessa bir pa fyra olika
sidogrupper: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) och tymin (T).

histoner

o

Fyra byggstenar var alltfor fa for att kunna fylla ndgon viktig funktion i
cellen, menade forskarna. Déarfor trodde de att DNA mest fungerade som
ett skelett 4t kromosomens proteiner.

DNA-molekylens revansch kom 1944. I det sd kallade Avery-MacLeod-
McCarty-experimentet tog forskarna DNA fran ddda bakterier och
torde in det 1 levande bakterier. Detta ledde till att bakterierna dndrade
karaktdar. De gick frdn att vara icke-virulenta till att bli virulenta (sjuk-
domsframkallande).

den genetiska koden

Figur 1. DNA byggs av tva stringar av nukleotider som bar pé fyra
olika kemiska sidogrupper: adenin (A}, cytosin (C), guanin (G) och
tymin (T). A parar alltid till T och C alltid till G. Den genetiska koden
ligger i sekvensen av nukleotider langs en DNA-strang. ACTGCCAT
betyder ndgot helt annat an GCGTATAG.
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Experimentet blev ifrdgasatt, men forskarvirlden fick upp 6gonen fér DNA. Forstéelsen av
hur DNA kunde bira arvet vidare kom dock férst ndr man hade en atommodell f6r den
dubbla spiralen.

Den geniala dubbla spiralen

Den 28 februari 1953 f6ll pusselbitarna pd plats for James Watson och I'rancis Crick vid
Cavendishlaboratoriet i Cambridge, Storbritannien. Under flera ar hade de forsokt forstd
hur DNA-molekylens fyra nukleotider kunde sammanfogas till en tredimensionell struktur.

En skarp rontgendiffraktionsbild, framtagen av Rosalind Franklin vid King’s College
i London, visade bland annat att DNA formar en spiral, en helix, som bestdr av tva
strangar. Analyser av biokemisten Erwin Chargaft, visade ocksd att DNA alltid, oavsett
vilken bakterie, insekt eller vilket djur som det kom frdn, innehdller lika manga A som T,
och lika manga C som G.

Watson och Crick hade flera misslyckade forsok bakom sig. Men de hade jobbat med fel
kemiska strukturformer av nukleotiderna. En rittelse frdn en kollega gjorde att de fick
klart for sig att A passar till T, och G till C (figur 1). Nukelotidparen, eller basparen som
de brukar kallas, blev lika stora och passade perfekt in i en dubbel spiral.

Forskarvérlden insdg att den genetiska koden ligger i den exakta sekvensen av nukleoti-
der. ATTGCCAT betyder ndgot helt annat an GCGTATAG. Detta, insdg forskarna, styr

pé ndgot sitt sekvensen av aminosyror i proteiner. Men hur?

RNA - en kusin till DNA

Samtidigt som Watson och Crick gjorde sitt stora genombrott, intresserade sig forskarvirlden
allt mer fér en annan nukleinsyra som framforallt finns 1 cytoplasman (den delen av cellen
som ligger utanfor karnan). Forskare hade lange kant till att DNA har en slikting, RNA, som
ocksd dr uppbyggd av fyra olika nukleotider. Men i stillet for tymin finns i RNA uracil (U).

Under borjan av femtiotalet insdg forskarna att det mesta av allt RNA finns i smé partiklar
1 cytoplasman (figur 2). Och, upptickte forskarna, det dr ju hiar som proteinerna tillverkas!
1958 dopte de den proteintillverkande partikeln till ribosom. Den bestdr av proteiner och
RNA-molekyler (ribosomaltRNA, rRNA).

cytoplasma

endoplasmatiskt
natverk

DNA
cellkarna

Figur 2. Cell i genomskarning. En ribo-
ribosomer som ar cirka 25 nanometer [miljondels

millimeter) stor. Vissa ribosomer sitter vid

cellens sa kallade endoplasmatiska nat-
verk. | en cell finns tiotusentals ribosomer.
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Den genetiska koden knacks pa 1960-talet

100 &r efter det att Darwin lanserat sin evolutionsteori visste forskarna alltsd att den arvs-
barande molekylen d4r DNA. Sekvensen av nukleotider i DNA bestimmer sekvensen av amino-
syror i proteiner. Dessa tillverkas av ribosomer ute i cytoplasman. Men var fanns linken mellan
DNA och ribosomerna? De ligger pd varsin sida om cellkidrnans vigg och har ingen kontakt (figur 2).

Svaret kom 1 borjan av 1960-talet. Det genetiska budskapet 1 DNA, insdg forskarna, kopieras
till en RNA-molekyl (figur 3). De kallade denna for budbdararRNA (férkortas mRNA efter
engelskans messenger RNA). mRNA far ut ur kdrnan och fingas upp av ribosomen, som
anvinder mRNA som ritning nir den tillverkar proteiner.

Figur 3. Fran DNA till proteiner, en av livets grundldggande processer.
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Istéllet for tymin (T) anvands
uracil (U) i mRNA.

Ett komplex bildas mellan
mRNA och ribosomens lilla
och stora subenhet.

Olika tRNA (transport-RNA)
har olika antikodon som
matchar mRNAs olika
kodoner. | andra anden av
tRNA sitter den aminosyra
som motsvarar kodonet.

Pa ribosomen parar tRNA till
mRNA. Kodon och antikodon
maste matcha varandra,
annars ramlar tRNA bort
fran ribosomen.

En peptidbindning formas
mellan aminosyrorna. Den
vaxande proteinkedjan flyttas
till den hogra tRNA-
molekylen. Ribosomen flyttar
sedan fram ett snapp langs
mRNA-molekylen for att
nasta tRNA ska kunna binda.

Aminosyrakedjan veckas till
ett protein.

aminosyrakedja %

,—— Leucin kodas av UUG

Glycin kodas av GGG @
/ Fenylalanin kodas av UU%

och hamtar en ny
aminosyra.

RIBOSOM

Lysin kodas av AAG

mRNA matas in

En "molekylar linjal” kontrollerar
att antikodonet matchar kodonet.
Om maéttet ar fel ramlar tRNA bort.

NOBELPRISET | KEMI 2009 * KUNGL.VETENSKAPSAKADEMIEN * HTTP://KVA.SE



Nir detta blev kidnt kndckte forskarna snabbt den genetiska koden med hjilp av konstgjort
mRNA och ribosomer i ett provror. Tre och tre lidser ribosomen av nukleotiderna i mRNA.
Det forsta "kodon” (nukelotidtrio) forskarna lidrde sig var UUU som ribosomen 6versitter till
aminosyran fenylalanin. Det finns 64 olika kodoner och 20 aminosyror, sd vissa aminosyror
kodas av fler 4n ett kodon.

Sjalva avlasningen sker med hjdlp av en annan RNA-molekyl, transportRNA (tRNA). I ena
danden har den ett “antikodon” som basparar med matchande kodon pd mRNA-molekylen i
ribosomen (figur 3). I andra dnden sitter den specifika aminosyra som hér ithop med kodonet.

Sa var bilden av livets mest fundamentala process klar: hur informationsflédet gér fran DNA
till RNA och blir till handling genom enzymer och andra proteiner. Men bilden var fortfa-
rande schematisk. Eller som James Watson uttryckte det 1 en 6versiktsartikel 1964: ”Tyvirr
kan vi inte beskriva exakt hur en molekyl fungerar pd kemisk nivd, om vi inte f6rst vet dess struktur ”.

Det skulle dr6ja fram till &r 2000 innan ndgon fick fram en struktur som visar hur atomerna
sitter 1 ribosomen.

Ada Yonath - den viljestarka pionjaren

Manga banbrytande upptdckter har en pionjir som banar nya vigar genom okdnda marker.
Pionjaren i det har fallet 4r Ada Yonath. Niar hon mot slutet av 1970-talet bestimde sig for att
forsoka fa fram rontgenkristallografistrukturer av ribosomen ansdg manga att det var omojligt.

Inom rontgenkristallografin riktar forskarna rontgenstralar mot en kristall av, till exempel,
ett protein (figur 4). Nar strdlarna triffar atomerna i kristallen dndrar vissa riktning. P&
andra sidan kristallen registrerar forskarna hur réntgenstrdlarna har spridit sig. Tidigare
skedde det med hjédlp av en fotografisk film, som svirtades av strdlarna. Idag sker det med
hjilp av CCD-detektorer, som till exempel finns i digitalkameror och som belénas med arets
Nobelpris i fysik. Genom att analysera monstret av svarta prickar, kan forskarna bestimma
exakt hur atomerna ligger ordnade 1 ett protein.

va\/*‘;

réntgenstralar kristall diffraktions-
monster

Figur 4. Rontgenkristallografi. Forskarna skapar rontgenstralar med hjalp av synkrotroner, cirkulara tunnlar dar

de accelererar elektroner till néra ljusets hastighet. Nar stralarna traffar ribosomkristallen sprids de och formar ett
manster av miljontals prickar p& en CCD-detektor. Genom att analysera ménstret kan forskarna bestamma positionen
for ribosomens hundratusentals atomer. Med hjalp av datorer kan de sedan visualisera ribosomen (bilden till héger).
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Men for att detta ska fungera maste kristallen vara nast intill perfekt; molekylerna méste
ligga i ett precist ménster som upprepar sig om och om igen. Om saltvatten sakta far dunsta
kan det, om man har tur, bildas vackra saltkristaller. Men om en kastrull fylld med saltvatten
tar koka torr, formar saltet bara en trdkig hinna pd botten. Olika forutsdttningar ger mer
eller mindre fina kristaller.

Ungefir sd dr det med kristaller vid rontgenkristallografi. Att fa tillrackligt bra kristaller av
ett protein kan vara ett hidstjobb. Ju storre proteinkomplex desto svarare blir det.

Miénga var darfor skeptiska till Ada Yonaths vision. Ribosomen idr ett av de mest komplice-
rade protein/RNA-komplex som finns. Den 4r uppdelad i tva delar som kallas ”den lilla sub-
enheten” och ”den stora subenheten”. Den lilla subenheten i en ménsklig ribosom bestér av en
stor RNA-molekyl och cirka 32 proteiner. Den stora subenheten bestar av tre RNA-molekyler
och cirka 46 proteiner. Varje subenhet dr darfor uppbyggd av tusentals nukleotider och tusen-
tals aminosyror, som i sin tur bestar av hundratusentals atomer. Ada Yonath ville bestimma
den exakta positionen for varenda en av ribosomens hundratusentals atomer.

Varma kallor och Doda havet - ju tuffare miljo desto battre kristall

Nir Ada Yonath bestdmde sig for att kristallisera ribosomen, valde hon att arbeta med bakte-
rier fran tuffa miljoer. Geobacillus stearothermophilus kan leva i varma kéllor och tal temperaturer
upp emot 75 °C. For att klara det maste ribosomen vara extremt stabil och dirmed forma bittre
kristaller, resonerade Ada Yonath.

Redan 1980 fick hon fram de forsta tredimensionella kristallerna av ribosomens stora subenhet.
Det var en stor bedrift. Men kristallerna var langt ifrn perfekta.

Faktum &r att det skulle droja 20 ar av hart arbete innan Ada Yonath fick fram en bild av ribo-
somen dir hon kunde se var varje atom sitter. Hon provade ménga nya grepp. Bland annat
stabiliserade hon kristallerna genom att frysa ner dem i flytande kvive till -196 °C. Hon provade
ocksd att kristallisera ribosomer fran andra tédliga mikroorganismer. En av dem fanns i hennes
narhet; den lilla saltidlskande Haloarcula marismortui som lever 1 Doda havet.

Steg for steg kom Ada Yonath nirmare malet. S§ smaningom bérjade fler forskare inse att en
atomstruktur av ribosomen fanns inom riackhdll. Fler anslot sig till loppet, bland annat Thomas
Steitz och Venkatraman Ramakrishnan.

Monstret av miljontals svarta prickar far en mening

Vid bérjan av 1990-talet var Ada Yonaths kristaller i princip tillrickigt fina; det svartprick-
iga monstret var tillrdckligt detaljrikt for att bestimma atomernas ligen i ribosomkristallen.
Men ett stort problem aterstod, rontgenkristallografins sd kallade ”fasproblem”. I'6r att kunna
bestimma en struktur frdn monstret av svarta prickar méste forskarna veta ”fasvinkeln” for
varje prick. Det 4r matematisk information som har med atomernas fordelning i kristallen att gora.

Ett knep som forskarna brukar anvinda for att ta reda pa fasvinklarna ar att bada kristallen
1 tunga atomer, till exempel kvicksilver. De tunga atomerna fister pd ytan av ribosomerna i
kristallen. Genom att jamféra prickmonstren frén kristaller med och utan tunga atomer kan
forskarna komma at fasvinklarna.
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Men eftersom ribosomerna 4r s stora, fiste det for manga tunga atomer for att man omedel-
bart skulle kunna losa fasvinkelproblemet. Forskarna blev tvungna att hitta fler nycklar
till fasvinklarna.

Thomas Steitz lyckades till slut 16sa problemet. Han tog hjidlp av bilder pd ribosomen, gjord
av elektronmikroskopispecialisten Joachim Frank. Med hjilp av dessa kunde Thomas Steitz
se hur ribosomerna l4g orienterade och placerade 1 kristallen (diremot kunde han inte se
de enskilda atomerna). Denna information, tillsammans med informationen fran de tunga
atomerna, gav slutligen fasvinklarna.

| mal efter 20 ars arbete

Ar 1998 publicerade Thomas Steitz den forsta kristallstrukturen av ribosomens stora subenhet.
Den var som ett suddigt foto, och hade en upplésning pa 9 Angstrém (en Angstrém ar en tiomil-
jondels millimeter). Det gick inte att se enskilda atomer, men han kunde se ribosomens langa
RNA-molekyler. Det var ett avgérande steg.

Nar fasproblemet vil var 16st, rdackte det att ytterligare forbittra kristallerna och samla mer
data for att 6ka skdrpan i bilderna. Arets tre Nobelpristagare gick 6ver mallinjen nistan sam-
tidigt. Under augusti och september ar 2000 publicerade de var sin kristallstruktur med en
upplosning pd atomnivd. Thomas Steitz lyckades f& fram strukturen av den stora subenheten
fran Haloarcula marismortui. Ada Yonath och Venkatraman Ramakrishnan fick fram strukturen
av Thermus thermophilus lilla subenhet. Dirmed var det fritt fram att kartldgga ribosomens funk-
tioner in 1 minsta atomdetal;.

Figur 5. Rontgenstruktur av
en bakterieribosom. rRNA-
molekylerna ar fargade i
orange, den lilla subenhetens
proteiner ar bla och den stora
subenhetens proteiner ar
grona. En antibiotikamolekyl
(rod) sitter bunden till den lilla
subenheten. Forskare studerar
strukturer som denna for att
kunna formge nya och mer
effektiva antibiotika.

Den lilla subenheten haller i den réda pennan
En egenskap hos ribosomen som linge har fascinerat forskarna dr att det sillan blir fel nidr den

oversiatter DNA/RNA-spriket till proteinspriket. Om en enda aminosyra byts ut mot en annan
kan ett protein helt forlora funktionen, eller, ndstan dnnu virre, borja fungera annorlunda.
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Att ritt aminosyra hamnar pd ritt plats beror forst och frimst pd basparningen mellan tRNA
och mRNA (figur 3). Men basparningen riacker inte for att forklara ribosomens precision.
Venkatraman Ramakrishnans kristallstrukturer av ribosomens lilla subenhet har varit av-
gorande for forstdelsen av hur ribosomens noggrannhet uppkommer. Han har hittat ndgot som
kan liknas vid en molekylar linjal (figur 3). Nukleotider i1 den lilla subenhetens rRNA méter
avstdndet mellan kodonet i mRNA och antikodonet i tRNA. Ar avstindet felaktigt ramlar tRNA-
molekylen av ribosomen.

Linjalen anvinds 1 tv8 omgangar; ribosomen dubbelkontrollerar att allt blir ritt. Det leder till
att det bara blir fel cirka en gdng per 100 000 aminosyror.

Den stora subenheten trar parlorna pa parlhalsbandet

Den stora subenhetens roll 1 ribosomen dr framst att f4 det nya proteinet att vixa fram. Den
katalyserar formationen av peptidbindningen mellan aminosyrorna. Att fa en bild av hur den
kemiska reaktionen gar till, steg for steg, dr vildigt svart. Den sker pd atomnivd med hog
hastighet. I en ribosom formas cirka 20 peptidbindningar per sekund.

Men Thomas Steitz har lyckats frysa olika 6gonblick 1 den kemiska reaktionen. Han har kristal-
liserat den stora subenheten med molekyler som liknar dem som deltar i formationen av peptid-
bindningen. Med hjilp av dessa strukturer har forskare listat ut vilka atomer i ribosomen som
ar viktiga for reaktionen och hur den gar till.

Forstdelsen av ribosomens funktion pd atomniva bidrar till kunskapen om hur naturen kan
omvandla ndgot sd enkelt som en kod pé fyra bokstaver till ndgot s komplicerat som liv. Precis
som James Watson forutsdg ar 1964. Och den nyfikenhetsdrivna forskningen kan ocksd, som sé
ofta, komma till praktisk nytta. Denna gng i jakten pa nya antibiotika.

Ribosomen - viktig maltavla i jakten pa nya antibiotika

Idag har minskligheten en arsenal av olika antibiotika att ta till i kampen mot sjukdomsfram-
kallande bakterier. Mdnga av dessa antibiotika tar dod pd bakterier genom att blockera bakterie-
ribosomens funktion. Men bakterierna har i en skraimmande takt utvecklat resistens mot ndstan
alla dessa likemedel. Darfor behovs nya.

Arets tre Nobelpristagare i kemi har alla tagit fram strukturer som visar hur olika antibiotika
binder till ribosomen. Vissa blockerar tunneln dar det vixande proteinet kommer ut fran ribo-
somen, en del himmar sammankopplingen av aminosyror och andra gor sd att det blir fel 1
oversattningen frain DNA/RNA-spraket till proteinspraket.

Flera foretag anvander nu strukturer av ribosomen for att ta fram nya antibiotika (figur 3).
En del av dessa genomgar nu kliniska provningar for att komma &t problemet med multi-
resistenta bakterier, till exempel vid sjukhussjuka.

Forstdelsen av ribosomens struktur och funktion kan alltsd pa detta satt komma mianskligheten
till stor och omedelbar nytta. Kunskapen som Ada Yonath, Thomas Steitz och Venkatraman
Ramakrishnan har tagit fram 4r viktig bade for att forstd hur livets kdarnprocesser fungerar och
tor att kunna riadda liv.
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LANKAR OCH LASTIPS

Mer information om &rets priser, bland annat en vetenskaplig bakgrundsartikel pa engelska, finns pa
Kungl. Vetenskapsakademiens webbplats, http:/kva.se och pa http.//nobelprize.org. Dér kan man ocksa
se presskonferensen som webb-TV. Mer information om utstallningar och aktiviteter kring Nobelprisen

finns pa www.nobelmuseet.se.

Lankar

Om ribosomen pé engelska: www.cytochemistry.net/cell-biology/ribosome.htm
Om proteinkristallografi pé engelska: www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/

Kogoy/protein.html

Om makromolekular réntgenkristallografi: www-structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/Overview/Overview.html
Animationer och bilder: se pristagarnas webbplatser nedan.
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