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ANDREW FIRE och CRAIG MELLO

“for deras upptiickt av RNA-interferens
— utsliickning av geners uttryck med dubbelstringar RNA”

Arets Nobelpristagare i fysiologi eller medicin, de amerikanska forskarna Andrew Fire och
Craig Mello, har upptickt en central mekanism f6r reglering av gener. De har visat att
RNA-molekyler i dubbelstringad form kan tysta gener genom att eliminera det mRNA
som motsvarar respektive gen. Detta kallas RNA-interferens (RNAI) och férekommer hos
savil vixter som djur inklusive minniskan.

S84 bildas proteiner

En vuxen minniska bestar av cirka 100 000 miljarder celler. Varje cellkirna innehéller hela
vér arvsmassa — det totalt tvi meter linga DNA:t med omkring 30 000 gener. Nir generna
uttrycks (aktiveras) 6verfors den genetiska informationen frin DNA till budbirarmole-
kylen mRNA (messenger RNA), som sedan dirigerar bildningen av proteiner. Proteinerna
svarar for livsprocesserna i alla organismer.

Uttrycket av gener styrs av det maskineri som omskriver DNA till mRNA (s k transkrip-
tion). I vér kropp finns ett par hundra olika typer av celler. Bildningen och férnyelsen av
cellerna regleras genom att geners aktivitet slds pa och av.

Alla gener uttrycks inte i varje cell; olika uppsittningar av gener ir aktiva i olika typer av
celler. I en nerveell uttrycks andra gener 4n i en hjirtcell eller en levercell. Vilka gener som
ska vara aktiva vid en given tidpunkt styrs bl a av transkriptionsfaktorer, proteiner som
kontrollerar genavldsningen.

Transkription

CELLKARNA

mRNA SyoPLASY®
. . . ibosom
Nér ett protein ska bildas gérs en enkelstrdngad kopia, l
budbédrarmolekylen mRNA, av den ena DNA-kedjan - ranslation
rotein

(transkription). mRNA vandrar ut i cytoplasman déar
informationen 6versétts (translation). Proteinerna e
bildas i ribosomerna.
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Hur fungerar RNA-interferens?

Andrew Fire och Craig Mello publicerade
sin upptickt av RNA-interferens ar 1998.
Den ovintade upptickten visade att dub-
belstringat RNA (dsRNA) spelar en mycket
aktiv roll i styrningen av geners aktivitet.
Dessa RNA-molekyler dirigerar nedbryt-
ningen av mRNA-molekyler med hjilp av ett
biokemiskt maskineri. P4 sa sitt kan uttrycket
av den gen som kodar for (ger upphov till)
ett visst protein slickas ut, s k gene silencing.
Resultatet blir att bildningen av detta protein
stangs av.

RNA-interferens ir en naturlig mekanism
som har stor betydelse vid regleringen av
véra geners aktivitet. Den har ocksd blivit ett
mycket anvindbart forskningsverktyg. Inom
grundforskningen anvinds RNA-interferens
framfor allt for att studera enskilda geners
funktion. Man hoppas ocksa att RNA-inter-
ferens i framtiden ska kunna anvindas for att

behandla olika sjukdomar.

Antisens- och vixtforsok

forbryllade

RNA-molekyler ansgs linge vara enbart for-
medlare av den genetiska informationen frin
DNA. Men i bérjan av 1980-talet upptickte
man att enkelstringade RNA-molekyler i
bakterien Escherichia coli kan binda till bud-
birarmolekylen mRNA. P4 s3 sitt inaktiveras
mRNA och kan inte f6ra vidare den genetiska
informationen. Dirmed stoppas bildningen av
det protein som detta mRNA kodar for. Senare
upptickte man att sddana antisensmolekyler
dven finns hos rundmasken Caenorhabditis
elegans.

Dessa fynd vickte stora forhoppningar om att
antisens-RNA skulle kunna anvindas som en
form av genterapi. Att med “skriddarsydda”
antisensmolekyler blockera bildningen av
felaktiga proteiner sigs av minga som en ny
mojlighet att behandla exempelvis vissa drft-
liga sjukdomar och cancer.
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RNA-interferens innebér att RNA i dubbel-
strdngad form kan bryta ner mRNA fér en
viss gen och ddrmed stoppa bildningen av

protein.

Sa har fungerar RNA-interferens

Dubbelstrangat RNA
(dsRNA) binder till ett
proteinkomplex, Dicer...

... som klyver dsRNA
i mindre fragment.

Fragmenten kopplas
ihop med ett annat
proteinkomplex, RISC.

Den ena RNA-strangen
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andra fungerar som
avsoékningssond och
kopplar ihop RISC med
en mRNA molekyl.
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Det visade sig att antisenstekniken fungerade bra pé vixter. En genforindrad tomatsort
som mognar lingsammare in normalt har exempelvis framstillts pa detta sitt. Diremot
har forsoken med antisens-RNA i djurférsok varit mindre lyckade. Metoden har ibland
fungerat, ibland inte, och det har varit svért att fi samma resultat vid upprepade forsok.

_Re

Véxtforskarna ville géra petunior annu

Genetiska forskare gjorde omkring ar 1990
en rad vetenskapliga fynd som tedde sig svér-
forklarliga. Det mest forbryllande resultatet
fick vixtbiologer som forsokte forstirka den
roda firgen i petunior. De forde in en gen som
styr bildningen av rott firgpigment — men
resultatet blev i vissa fall att blommorna helt vackrare genom att forstirka den réda
tapp ade fiirgen! Det visade sig dd act mRNA fargen. Men resultatet blev att blommorna
for firggenen hade férsvunnit. Hur sidana  jpjand tappade fargen!

ovintade effekter kunde uppstd forblev en

géta tills den fick sin 16sning genom Andrew

Fires och Craig Mellos uppticke.

Nyckelexperimentet

Det nyckelexperiment som ledde fram till
upptickten av RNA-interferens gjordes med
rundmasken Caenorbabditis elegans, en cirka

en millimeter ling modellorganism som spe- C. elegans
lat en viktig roll vid minga biomedicinska

upptickeer.

Under 1990-talet undersskte Andrew Fire och Craig Mello hur uttrycket av gener regleras
i C. elegans. De studerade bl a mRNA som kodar for ett protein som har betydelse for
maskens rorelseférméga. I maskens konskortlar sprutade de in sens-RNA (dvs en molekyl
som Sverensstimmer med en del av mRNA). Man sig dock inga effekter, varken hos de
maskar som injicerats eller deras avkomma. Fire och Mello injicerade i andra maskar anti-
sens-RNA som kunde binda till motsvarande mRNA {6r muskelproteinet, men inte heller
da hinde ndgot. Nir de sprutade in en blandning av sens-RNA och antisens-RNA  blev
resultatet att maskens avkomma rérde sig pa ett besynnerligt, ryckande sitt. Ett liknande
rorelsemdnster forekom hos maskar som hade en defekt gen f6r muskelproteinet. Hur
kunde detta ovintade fynd forklaras?

Sens-RNA Antisens-RNA Dubbelstrangat RNA
Y
Varken injektion av sens-RNA f6r
muskelproteinet eller motsvarande
antisens-RNA gav négra effekter. i N
Men nér man sprutade in bade sens- Foralder
RNA och antisens-RNA (som binder i l
till varandra och bildar dubbel- N
strdngat RNA) uppvisade maskens W W
avkomma samma ryckiga rérelse- Avkomma e
monster som maskar som har en
defekt gen fér muskelproteinet. Normal Normal Ryckiga rérelser
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Gener tystas genom att mRNA elimineras

Tillsammans bildade sens-RNA och motsvarande antisens-RNA dubbelstringat RNA, och
det verkade alltsd som om detta kunde tysta genen f6r muskelproteinet. Men hur gick det
till? Dubbelstringade RNA-molekyler har ju ingen fri kedja som kan binda till och inak-
tivera mRNA-molekyler. Man hade snarare forvintat sig att enbart enkelstringat antisens-
RNA skulle binda till motsvarande mRNA och p4 sd sitt tysta genen.

Andrew Fire och Craig Mello gick vidare genom att spruta in dubbelstringat RNA med
genetisk kod for ndgra andra gener hos masken C. elegans. Med hjilp av en speciell firg-
ningsteknik pavisade man mRNA:t f6r en gen som var aktiv i maskens embryo. Nir genen
uttrycks kan embryot firgas eftersom mRNA:t finns i cellerna. Antisens-RNA som band
till mRNA for denna gen hade viss effekt och minskade fiargbarheten. Men motsvarande
dubbelstringat RNA (sens-RNA plus antisens-RNA) gjorde att firgbarheten helt forsvann
— mRNA:t hade forsvunnit och genen hade tystats.

I alla forsok som Fire och Mello gjorde med maskgener blev resultatet att dubbelstringat
RNA f6r just den gen vars kod man anvint slicktes ut. Dirmed upphérde bildningen av
det protein som genen kodar f6r. Dubbelstringat RNA kunde alltsd stora — interferera med
— genernas uttryck, dirav begreppet RNA-interferens.

Antisens-RNA

Dubbelstrangat RNA
Aktiviteten hos en gen i embryon hos rund-

masken C. elegans kan studeras i laboratoriet.
Nér genen uttrycks blir maskens embryon
férgbara.

Da Fire och Mello injicerade antisens- Ej injicerat embryo
RNA fér denna gen minskade férg- b
barheten ndagot. Men nér de sprutade

in motsvarande dubbelstrdngat RNA
(sens-RNA plus antisens-RNA) férsvann
fdargbarheten.

Ur NATURE FEB 1998

Fires och Mellos slutsatser
I artikeln i tidskriften Nature den 19 februari 1998 drog Andrew Fire och Craig Mello en

rad slutsatser av sina enkla men eleganta experiment med C. elegans-gener:

@ Utslickningen av gener var mycket effektiv nir de @ Bara det mRNA som 6verensstimde med sens-RNA-

injicerade dubbelstringat RNA men svag eller obefint-
lig nir de sprutade in enkelstringat RNA (sens-RNA
eller motsvarande antisens-RNA for respektive gen).

® Det mRNA som paverkades av det dubbelstringade
RNA:t forsvann — det tycktes brytas ned och elimi-
neras.

@ Det dubbelstringade RNA som sprutades in mste
motsvara den mogna, “trimmade”, mRNA-sekven-
sen for genen. Denna mekanism kunde inte utlésas
av intronsekvenser (dvs delar av molekyler som inte
innehiller kodande information). Detta tydde pa att
effekten utdvades efter transkriptionen och snarare i
cytoplasman 4n i cellkdrnan.
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kedjan i insprutat dubbelstringat RNA tystades — inget
annat mRNA i cellerna pdverkades. RNA-interferens
var alltsd specifik f6r den gen vars kod dverensstimde
med mRNA-molekylens.

® Endast nigra fi dubbelstringade RNA-molekyler
per cell rickte for att fullstindigt tysta en gen. Effekten
var sd stark att Fire och Mello foreslog att enzymer
deltog i processen.

@ Effekten av dubbelstringat RNA kunde spridas
mellan celler och vivnader och till och med drvas till
avkomman.
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Forklarade tidigare resultat
Andrew Fires och Craig Mellos fynd klargjorde en del tidigare forbryllande resultat, bl a

det mirkliga forsoket med petunior som helt forlorade sin roda firg nir de tillfordes en gen
som istillet skulle forstirka den roda firgen. I slutet av sin artikel i Nazure spekulerade Fire
och Mello i att organismer kan anvinda dubbelstringat RNA som en naturlig mekanism
for att tysta gener.

Fires och Mellos upptickter blev startskottet for ett helt nytt forskningsfilt. Under de £61-
jande &ren identifierades de olika komponenterna i RNA-interferens-maskineriet (se sid 2).
Det dr en komplicerad process dir ett stort antal proteiner och proteinkomplex samverkar.
Denna mekanism skiljer sig betydligt frin den enkla antisensmekanism som uppticktes i
bakterier i borjan av 1980-talet.

And3 kan man forenklat siga att slutresultatet av RNA-interferens blir en sorts antisens-
mekanism som resulterar i att mRNA bryts ned och elimineras. Motsvarande gen har
didrmed tystats och kan inte bilda det protein som den kodar f6r. RNA-interferens har visat
sig forekomma hos s gott som alla organismer vars celler har cellkirna.

Reglering av geners uttryck

Vilka naturliga funktioner har RNA-interferens i organismerna? Numera vet man att flera
hundra gener i var arvsmassa kodar f6r smd RNA-molekyler som kallas mikro-RNA och
som innehéller avsnitt av andra geners kod. Forstadier till dessa mikro-RNA-molekyler
bildar en harnalsstruktur med dubbelstringat RNA (se figur nedan). Det dr dessa molekyler
som aktiverar RNA-interferens-maskineriet. Det leder till att mRNA frdn den gen som har
en liknande kod bryts ned eller blockeras si att proteinet inte kan bildas.

Detta sitt att med mikro-RNA-molekyler reglera geners uttryck (aktivitet) har alltsa visat
sig vara centralt for eukaryota celler — frin enkla organismer till minniska. RNA-interfe-
rens spelar bl a en viktig roll for att stinga av gener under organismernas utveckling och
for ate styra cellfunktioner.

"Harnal"” Vel “
DNA
v AN AN/ AN
Dicer Mikro-RNA-gen
\
% Mikro-RNA

Vi har hundratals olika gener som
kodar fér sma RNA-molekyler,
mikro-RNA, vars férstadier kan \ %
bilda dubbelstréngat RNA. Dessa i
kan aktivera RNA-interferens- \ Proteinbildningen
processen och pa sa satt stinga blockeras
av olika geners aktivitet.
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Forsvar mot virus

Vi minniskor och andra hégre organismer har ett mycket avancerat immunsystem som
forsvar mot frimmande mikroorganismer. I forsvaret mot virusinfektioner medverkar bl a
interferoner och olika typer av T-celler.

Men hos ligre organismer som saknar ett sidant effektivt immunsystem har RNA-inter-
ferens visat sig vara en viktig mekanism for att skydda mot virusinfektioner. En del virus
har en arvsmassa som bestdr av dubbelstringat RNA, och ménga virus med enkelstringat
RNA bildar dubbelstringat RNA nigon ging under sin livscykel nir de forokar sig inne i

cellerna.

Vid en virusinfektion kommer virus-RNA in i cellen (se figur nedan). Dubbelstringat
virus-RNA binds d4 till Dicer och kapas till mindre fragment. Det leder till atct RISC-kom-
plexet aktiveras si att virus-RNA bryts ner och cellen 6verlever infektionen.

‘ Dicer ”\\\”\\‘
{revrrreree
dsRNA Attty
RN
N\
Lagre organismer anvénder RNA- %
interferens fér att skydda sig mot
virusinfektioner. Dubbelstrdngat  —
RNA fran virus aktiverar protein- ¢
komplexen Dicer och RISC sa att
infektionen stoppas. Virus-RNA férstérs

Skyddar mot hoppande gener

Hos de flesta organismer finns rérliga delar av arvsmassan, transposoner. Dessa DNA-sek-
venser kallas dven hoppande gener eftersom de i sillsynta fall kan flytta runt i arvsmassan.
Transposoner bidrar (liksom mutationer) till evolutionen genom att 6ka den genetiska
variationen. Men om en transposon hamnar pa en olimplig plats i arvsmassan, t ex i en
viktig gen, kan den dstadkomma skada.

[ vissa skeden av transposonernas “hoppande” i arvsmassan kopieras transposon-DNA till
RNA-molekyler. RNA som bildas kan vara dubbelstringat och kan dé brytas ner genom
RNA-interferens. P4 si sitt kan RNA-interferens skydda arvsmassan mot transposonernas

skadliga effekter.
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Skriddarsydda molekyler i laboratoriet

Férutom de naturliga funktioner som RNA-interferens svarar for har Fires och Mellos
upptickt 6ppnat spinnande majligheter f6r genteknologin. RNA-interferens har redan
utvecklats till ett viktigt forskningsverktyg inom biologi och medicin och har t ex fitt stor
anvindning som en kraftfull metod for att kartligga geners funktioner.

I laboratoriet skriddarsyr man RNA-molekyler, s k silencing RNA, som kan aktivera ned-
brytning av kroppseget mRNA (se figur nedan). Silencing RNA-molekyler férs in i cellen
och aktiverar RNA-interferens. De kroppsegna mRNA-molekyler som kan binda till tillf6rt
RNA férstors. Forskarna hoppas att denna princip ska kunna f& en mingd tillimpningar,
t ex inom vixtforidlingen och pa sikt vid behandling av svara sjukdomar (se nedan).

PR RAGR

Skraddarsydda
molekyler (dsRNA) % dsRNA -

Forskarna kan numera “skréddarsy” dubbel-

strdngade RNA-molekyler som kan aktivera N ‘%
RNA-interferens. Pa sa satt kan man stdnga frr

av specifika gener. Man hoppas att denna ~——
teknik i framtiden bl a ska kunna anvéndas ¢

for att behandla sjukdomar. MRNA férstérs

Medicinska tillimpningar?

Upptickten av RNA-interferens har skapat férhoppningar om forbittrad behandling av
en rad olika sjukdomar, exempelvis virusinfektioner, hjirt- och kirlsjukdomar, cancer och
dmnesomsittningssjukdomar. Vid ménga tillstdnd ir vissa gener dveruttryckta (har for
hoég aktivitet), och sidana sjukdomar skulle kunna behandlas genom att specifika geners
aktivitet dimpas.

Teoretiskt sett 4r det tilltalande att utnyttja RNA-interferens vid behandling av sjukdomar
eftersom RNA-interferens ir en naturlig mekanism och dubbelstringat RNA ir en kropps-
egen substans. RNA-interferenstekniken har ocksd — i motsats till antisenstekniken — visat
sig vara mycket reproducerbar. Dessutom ir dubbelstringade RNA-molekyler enkla att
framstilla.

An sa linge finns inget firdigt likemedel som ir baserat pA RNA-interferens, men det har
gjorts framgangsrika djurforsok och flera substanser testas nu pé patienter i kliniska prov-
ningar. Det pdgdr t ex forsok att med dubbelstringat RNA behandla en form av dldersfor-
dndring av gula flicken i 6gat (s k vt makuladegeneration). Sjukdomen ir vanlig bland
dldre minniskor och leder till kraftig synnedsittning pd grund av att blodkirl vixer in
i och skadar den del av nithinnan som svarar f6r det skarpa seendet. En viktig orsak
till denna kirlinvixt dr en tillvixtefaktor som kallas VEGF (vascular endothelial growth
factor). Genom att i 6gat spruta in dubbelstringat RNA som motsvarar mRNA {6r VEGF
hoppas man sld ut denna tillvixtfakeor och pé sé sitt forhindra invixten av blodkirl i gula
flacken.
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Lovande forsok

RNA-interferenstekniken prévas ocksd som behandling mot RS-virus, som kan orsaka
svara lufevigsinfektioner hos smé barn. Avsikten dr att nidr man andas in dubbelstringat
RNA inaktiveras viruset i lungorna och infektionen stoppas. Hittills har en férsta studie
genomforts pa friska forsokspersoner, och inga allvarliga biverkningar av behandlingen
forekom.

Det pagir ocksd en mingd djurforsok och cellodlingsexperiment med RNA-interferens.
Nyligen har man i frséksdjur (gnagare och apor) lyckats att med dubbelstringat RNA
tysta en gen som leder till hog kolesterolhalt. Det har dven gjorts experiment med minsk-
liga celler dir man med RNA-interferens lyckats himma aktiviteten hos aidsviruset HIV.

Aven om miénga forsok med RNA-interferens har gett lovande resultat dterstr en rad
problem att losa for att fA denna behandlingsmetod att fungera pa 6nskat sitt. Det giller
t ex att fa in de dubbelstringade RNA-molekylerna i ritt typer av celler och i limpligt
antal celler. Man méste ocksd kunna styra behandlingen s& att dubbelstringat RNA verkar
under lagom lang tid.

Andrew Fire och Craig Mello belonas for att de upptickt en central mekanism for genreg-
lering. Framtiden fir utvisa om deras fynd kan bidra till att det utvecklas nya behandlings-
metoder — det ser lovande ut.

Pristagarna

Andrew Fire (f1959) ir amerikansk medborgare och sedan &r
2003 professor i patologi och genetik vid Stanford University
School of Medicine, Stanford, California, USA.

Ar 1983 blev han PhD i biologi vid Massachusetts Institute of
Technology, Cambridge, USA. Han pabérjade sin forskning pa
rundmasken C. elegans nir han var gistforskare i Cambridge
i England, i ett laboratorium som leddes av Sydney Brenner
(Nobelpristagare ar 2002). Nir Fire tillsammans med Mello
gjorde de avgérande upptickterna om RNA-interferens var han
verksam vid Carnegie Institution of Washington.

o
=4
o
g
L
<
KQ
o
&
i
14
]
i

Craig Mello (f 1960) ir amerikansk medborgare och profes-
sor i molekylirmedicin. Sedan ar 1994 ir han verksam vid
Program in Molecular Medicine, University of Massachusetts

Medical School, Worcester, Massachusetts, USA. Han 4r d4ven
Howard Hughes Medical Institute Investigator.

Ar 1990 blev han PhD i Cellular and Developmental Biology,
Harvard University, Boston, Massachusetts. Innan han kom
till University of Massachusetts Medical School i Worcester
arbetade han vid Fred Hutchinson Cancer Research Center.
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Tidigare Nobelpris inom forskningsomradet

Mekanismerna fér hur informationen i cellkirnans DNA resulterar i bildning av proteiner och
hur vira gener regleras har steg for steg kartlagts av ett stort antal forskare. Arets pris har darfor
beréringspunkter med flera tidigare Nobelpris i fysiologi eller medicin.

1933: Thomas Morgan, USA, "f6r hans upptickter rérande kromosomernas irftlighetsbirande
funktioner”.

1959: Severo Ochoa och Arthur Kornberg, bdda USA, ”for deras upptickter av mekanismen vid
den biologiska syntesen av ribonukleinsyra och deoxiribonukleinsyra”.

1962: Francis Crick, Storbritannien, James Watson, USA, och Maurice Wilkins, Storbritannien,
”for deras upptickt av nukleinsyrornas molekylira uppbyggnad och dess betydelse f6r informa-
tionsoverforing i levande materia”.

1965: Francois Jacob, André Lwoff och Jacques Monod, samtliga Frankrike,”f6r deras upptickter
rorande genetisk styrning av enzym- och virussyntes”.

1968: Robert Holley, Har Gobind Khorana och Marshall Nirenberg, samtliga USA, "for deras
upptickter rorande tolkningen av den genetiska koden och dennas funktion vid proteinsyntes”.

1978: Werner Arber, Schweiz, Daniel Nathans och Hamilton Smith, bdda USA, ”fér upptickten
av restriktionsenzym och deras anvindning inom den molekylira tekniken”.

1983: Barbara McClintock, USA,”fér hennes uppticke av rorliga strukturer i arvsmassan”.

1993: Richard Roberts, Storbritannien, och Phillip Sharp, USA, "for deras uppticke av diskonti-
nuerligt uppbyggda gener”.

Férutom ovan nimnda Nobelpris i fysiologi eller medicin har forskning inom detta omride resul-
terat i Nobelpris i kemi.

1989: Sidney Altman och Thomas Cech, bida USA, "f6r deras upptickt av katalytiska egenskaper
hos RNA”.

2006: Roger Kornberg, USA, "for hans studier av den molekylira grunden for eukaryot transkription”.
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