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Forskare vid Karolinska Institutet

rapporterar i tidskriften Nature att

de har funnit ett helt nytt tillvigagangssatt

som korta RNA-molekyler anvinder for att styra
produktionen av proteiner inne i cellerna. Studien
visar att en RNA-molekyl, som spelar en viktig roll i
cancer, kan paverka sin aktivitet genom att féordandra
sin struktur. Upptédckten 6ppnar for helt nya strate-
gier att behandla olika typer av cancer.

Korta RNA-molekyler i véra celler som kallas
mikroRNA reglerar aktiviteten hos budbarar-RNA
(mRNA) — molekylen som kodar fér byggstenarna i
var kropp, proteinerna. Exakt hur denna reglering
gdr till ar inte kdnt i detalj, men man vet att mik-
roRNA kan tysta mRNA-molekyler och darmed
forhindra proteinproduktion. Darfoér kan de an-
viandas som verktyg eller mal f6r ldkemedelsbe-
handling, skriver Katja Petzold, docent vid
Institutionen fér medicinsk biokemi _

och biofysik vid Karolinska ¢

Institutet, som lett g

studien. .
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53, proteinet som ir kint som genomets portvakt och

en viktig cancerregulator, aktiverar transkription av

mikroRNA 34a (miR-34a) och dr i en aterkopplings-
slinga reglerad av miR-34a, riktad mot Sirtl, som inaktive-
rar p53. MiR-34a tillh6r den klass av mikroRNA som reg-
lerar proteinuttryck via RNA-induced silencing complex
— RISC. RISC bestir av proteinet Argonaute (hir hAgo2)
som dr laddat med en guide-RNA (en miRNA). Guiden
kodar information for malet, som behover regleras, i de for-
sta atta baserna, sa kallade seed-sequence. Om seed bestar
av de atta Watson-Crick-basparen regleras miRNA mest ef-
fektivt, och tills nu har man inget annat medel for att for-
utsiga miRNA-effektiviteten annat dn genom sekvensen av
seed — atta av 22 nukleotider av hela mikroRNA.

KARNMAGNETISK RESONANS

Vi utforskade darfor hur hela miRNA-sekvensen, dess
struktur och dven strukturindring forklarar regleringsef-
fektiviteten av miRNA med exemplet miR-34a. Vi stude-
rade strukturen av mikroRNA och dess forindringar, for
vivet att en struktur i sig sjilv inte kan forklara funktionen.
Man kan tinka sig det som att en bild av en stingd sax som
ser ut som en dolk, bara om den 6ppnar sig far den funk-
tionen att skira. Tidigare har man sagt att en struktur rela-
teras till en funktion, men nu maste vi utveckla det mer: en
RNA-molekyl behéver dndra sin struktur for att uppfylla
sina funktioner. En RNA-molekyl kan dven ha flera olika
strukturer som kan relatera till olika funktioner eller vixla
mellan att sitta pa och stinga av funktionen.

Strukturell férandring: (1-5 nts)
—
Grundtillstand G ' .‘ll\‘lN
utbuktning UCU
mANA 7

Seed ‘(15 nts) Exalterat tillstand
o AGGAUEA™, |
s UGGeA \\ NNNNNNNNNNNNNN -5
miRNA UCUUAGCUGGUUGU-3’

Leder till funktion:

Lagaktivt tillstand

Hogaktivt tillstand

Bild: pa 6vre delen ser man hur en miR-34a (r6d) binder till en av
manga olika mRNA (bld). Minst 500 olika mRNA som regleras av miR-
34a har en utbuktning som gor det mojligt fér dem att dndra sin
struktur. Vi har matt strukturen som dar dominerande (kallad grundtill-
stand) och sedan upptackt att det finns en till struktur som RNA kan
anta (kallad exalterat tillstand). For att hinna byta fran grundtillstand
till exalterat tillstdnd maste ett baspar ordna om sig (hdr en CG till en
UG) och det leder till en férlingd seed-region. Pa den undre delen
kan man forstd vad som hander om seed-regionen blir forlangd i RISCG
komplexet en stor strukturell andring leder till battre bindning av hela
mRNA och darfor till en mer effektiv nedreglering.
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I var studie anvinde vi kirnmagnetisk resonans (NMR,
magnetrontgens atom-upplosta syskon) for att avsloja att
miR-34a dndrar sin struktur via en dndring i basparning
(bild, 6vre del). Vianvinde ett avancerat NMR-experiment
som heter R, relaxation dispersion, som kan mita rorelse
av en atom och olika tillstand /strukturer av denna atom,
dirtill olika tillstand som hela miRNA kan befinna sig i.
Dessa tillstand kallar vi exalterade tillstand, for att de har
lite mer energi, motsvarande en vitebindning, in grundtill-
standet. Grundtillstandet dr strukturen man kan avbilda
med experiment som Kryo-EM eller rontgenkristallografi
och dr RNA:s mest stabila tillstand, som molekylen spen-
derar mest tid i. Exalterade tillstand 4r i kemisk jimvikt med
grundtillstandet och finns bara under ett 6gonblick, till och
med kortare 4n en blinkning. Vi har upptickt att miR-34a,
som formar ett komplex med budbirar-RNA (mRNA) av
Sirt 1 (silent information regulator 1: mSirtl), existerar i tva
olika tillstand (bilden). Grundtillstandet, som finns 99 %
av tiden, och det exalterade tillstindet, som finns 1 % av
tiden och har en livslingd pa ungefir en millisekund. De
tva tillstinden 4r ganska lika och i grundtillstindet dr seed
bara 6.5 baspar langt (6vre del i bilden), vilket forklarar
varfor den inte nedreglerar sa bra. Med ett byte av detta
baspar fran en Watson-Crick GC till en wobble GU baspar
forlings seed till atta baspar och gér komplexen maximalt
aktiva. Seed-forlingning mojliggor ocksa att resten av miR-
34a kan binda mSirtl (undre delibilden) och dérfor inten-
sifieras hela aktiviteten av RISCen vidare.

Strukturen och dynamiska dndringar av strukturen ar
mitt i en in vitro-miljo, som betyder att den ér i en mini-
malistisk omgivning med bara vatten och salt i sma glasror.
Dirfor behévde vi visa att denna dndring verkligen hinder
i en naturlig miljo, i humancellerna. Vi anvinde en ljusba-
serad cellanalys baserad pa ett protein som kallas Lucife-
rase, som producerar lika mycket ljus som det finns lucife-
rase-proteinmolekyler. Vi testade detta i HEK-celler och
det visade sig att det exalterade tillstindet verkligen var mer
aktivt. Grundtillstindet har en férmaga att nedreglera
mSirtl till 50 % av midngden och det exalterade tillstindet
kan nedreglera mSirtl dubbelt sa mycket. Dock 4r det inte
lika mycket som man hade forvintat sig fran in vitro NMR-
experimenten, dir skillnaden mellan tillstanden dr 100
ganger. Troligt dr att jimvikten mellan tillstinden i cellerna
inte dr densamma som i 7z vitro-experimentet, till exempel
kan grundtillstandet i cellerna bara bli 66 % och det exalte-
rade tillstandet 33% (och dérfor far vi bara dubbelt sa mycket
nedreglering), da vi inte vet hur cellernas milj6 paverkar
jamvikten som vi har studerat. En intressant detalj 4r att
energiskillnaden mellan det tva tillstanden ér pytteliten, om
man bara dndrar lite pH, salt, proteinkoncentration eller
nagonting annat, kan jimvikten dndra sig helt och snabbt.
Dirfor tror vi att det kan bli en snabb regleringsmekanism
i cellerna.

VISAR PA GENERELL PRINCIP
Slutligen har vi ocksa testat om principen giller bara for
miR-34a i komplex med mSirtl och vi har hittat samma



~ och 4) aven strukturindringar masta tas
hinsyn till. Det ir ett vildigt komplext sys-
te m, men vi tror att man kan mita, forsta
ch darfor forutsiga detta snart. Eftersom
iR-34a ir en viktig komponent i cancer-
veckling, och ir felreglerad i manga olika
former, ir det jitteviktigt att forsta
man vill manipulera det med
) A-baserade likemedel eller
":'{ l-baserade likemedel. Man vill
"5? som redan har hént: en forsta
niken har visat att det inte ricker att
! *i iR-34a for att bota cancer.
oare en betydelse av resultaten fran
i,! nner man ocksaiandra RNA-
A1 . &
ade omraden, som till exempel i Cris-
‘ S -anvindning kan man ha dynamiska
ikturer eller man kan tinka sig RNA na-
10robots, baserade pa DNA nano-teknolo-
~ gin. Omradet av RNA-dynamik ir bara i
] ." linda och framtiden ser stralande ut.
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