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CDK och cyklin -

cellcykelns molekylara motor

[MDet var forst i mitten av 1800-talet som begreppet cell och
dess funktioner etablerades. Man var dock okunnig om hur
celler forokar sig och trodde lange att dotterceller uppstod ur
existerande celler genom processer som liknade precipitation
eller kristallisering [1]. Mot slutet av 1800-talet bérjade man
forsta att en cell uppstar fran en annan cell genom delning. Till
och med de mest komplexa multicelluldra organismerna har
sitt ursprung i ett encelligt stadium. I borjan av 1900-talet var
saledes den allmdnna uppfattningen att celldelning &r basen
for bade tillvaxt och utveckling av savil vixter som djur och
att alla celler pa jorden hdrstammar fran en urcell.
Framstegen inom cellforskningen under den forsta hélften
av 1900-talet var framst ett resultat av att béttre mikroskop-
tekniker utvecklades. Med dessa nya tekniker kunde man stu-
dera celldelningens olika stadier i detalj. Samtidigt med detta
aktualiserades Mendels arftlighetslagar fran sent 1800-tal.
Man bérjade inse sambanden mellan celldelningsprocess och
genetik. Celldelningen uppfattades nu, ndgra decennier in pa
1900-talet, som den centrala processen for tillvéxt, utveckling
och éarftlighet [2]. De foljande decennierna dgnades huvud-
sakligen at morfologiska studier av celldelningen, och mito-
sens olika faser (profas , metafas, anafas och telofas) beskrevs
i detalj. Ar 1953 publicerade Watson och Crick sin modell av
DNA-molekylens struktur som en dubbelhelix [3]. Man fick
nu en forklaring till hur kromosomduplikationen kunde ske
med s& hog precision. Det tidsmissiga sambandet mellan kro-
mosomduplikation och mitos var dock oként. I och med How-
ards och Pelcs arbete 1953 klarnade detta, och cellcykelns oli-
ka faser beskrevs for forsta gangen [4]. De kunde med auto-
radiografiska metoder visa att kromosomduplikationen in-
triffade langt fére mitosen, under en begriansad del av inter-
fasen, den s k DNA-syntesfasen eller S-fasen. De kunde ock-
sa visa att denna fas (S-fasen) var tidsméssigt skild fran mi-
tosfasen (M-fasen). Mellan S- och M-faserna kunde tva and-
ra faser identifieras, G1-fas och G2-fas. Under G1-fasen, som
borjar omedelbart efter celldelningen, tillvéxer cellen och for-
bereder sig for DNA-syntes (DNA-replikation) under S-fa-
sen. Under G2-fasen kontrolleras att DNA-replikationen ar
avslutad och har forlopt komplikationsfritt. Om DNA-skador
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Leland Hartwell upptackte en klass gener som kontrol-
lerar cellcykeln. En av dessa gener (CDC28) har en
central roll i igangsattningen av varje ny cellcykel
(funktionen »start«). Hartwell inforde ocksa begreppet
kontrollstation (checkpoint) och ddrmed ett nytt syn-
satt pa cellcykeln.

Paul Nurse identifierade en av nyckelkomponenternai
kontrollen av cellcykeln, CDK (cyklinberoende kinas)
med genetiska och molekylarbiologiska metoder. Han
visade att CDK har bevarat sin funktion genom evolu-
tionen. CDK driver cellcykeln genom att kemiskt pa-
verka (fosforylera) andra proteiner.

Tim Hunt upptackte ett protein som reglerar CDKs
funktion och kallade det cyklin. Han visade att cyklin
bryts ned i samband med celldelningen, en mekanism
som visat sig vara central for kontrollen av cellcykeln.

uppstatt avstannar cellcykeln och reparationsprocesser initie-
ras. Detta cykliska forlopp med S-fas och M-fas i sekvens,
med mellanliggande G1- och G2-faser, kdnnetecknar den eu-
karyota cellcykeln som vi beskriver den dnnu idag (Figur 1).

Annu vid bérjan av 1960-talet hade man en mycket be-
gransad uppfattning om de molekyldra mekanismer som re-
glerar cellcykeln. En bild av att cytoplasmatiska faktorer in-
ducerar savél S-fas som M-fas borjade dock vixa fram under
mitten av 1960-talet. [ plasmodier av typ Physarum, i vilka ett
stort antal cellkdrnor dr inneslutna i en och samma cytoplas-
ma, kunde man visa att alla cellkdrnor genomgick synkron
mitosfas [5]. I andra experiment fran mitten av 1960-talet
kunde visas att utmognande oocyter fran groda innehdll fak-
torer som kunde inducera bade meios och mitos [6, 7]. Ar
1970 kunde Rao och Johnson, pa basen av uppmérksammade
cellfusionsexperiment, pavisa en aktivitet i humana celler
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(HeLa-celler), som kunde driva celler in i bade S- och M-fas
[8, 9]. M-fasaktiviteten var dominant 6ver alla andra cellcy-
kelfaser. Ovanndmnda experiment med grod-oocyter fran
mitten av 1960-talet foljdes upp av Masui och Markert, som
i eleganta experiment ar 1971 beskrev en cytoplasmatisk ak-
tivitet i extrakt fran meiotiska och mitotiska oocyter [10].
Denna faktor kunde vid mikroinjektion inducera meios i in-
aktiva oocyter. Faktorn kallades »maturation promoting fac-
tor«, MPF. Nistan samtidigt rapporterade Smith och Ecker
[11] samma fenomen, likaledes hos aktiverade grod-oocyter.
Forskningen kring MPF gick vid denna tidpunkt in i ett inten-
sivt skede, men man kom ingen vart med att karakterisera
MPF biokemiskt eller molekylért. Det skulle droja ytterliga-
re néstan tva decennier innan man lyckades rena MPF [12]
och beskriva dess komponenter (se nedan). Man kan saledes
konstatera att Hartwells, Nurses och Hunts upptéckter de fac-
to var helt frikopplade fran, och inte stodde sig pa, de tidiga
cellfysiologiska studierna kring MPF och liknande fenomen.
Alla tre slog in pa helt andra experimentella linjer och utnytt-
jade andra modellsystem.

Utvecklingen av celldelningen mot ett cykliskt forlopp ka-
rakteriserat av S- och M-faser med mellanliggande G1- och
G2-faser var en synnerligen viktig och troligen helt avgoran-
de forutséttning for den inriktning evolutionen fick da de eu-
karyota cellerna med sitt kraftigt 6kade DNA-innehall gjorde
entré pé jorden for cirka tva miljarder ar sedan. Fram till de
senaste artiondena har de molekyldra mekanismer som styr
cellcykeln varit okdnda. Det ar upptickterna av nyckelkom-
ponenterna i dessa viktiga styrningsmekanismer som belonas
med érets Nobelpris i fysiologi eller medicin.

Cellcykelns motor och vixellada

De tre Nobelpristagarna har upptéickt nyckelkomponenterna
cyklinberoende kinas (CDK, cyclin-dependent kinase) och
cyklin i den molekyldra mekanism som reglerar cellcykeln.
Denna mekanism &r av universell natur, dvs fungerar pa sam-
ma sitt i alla eukaryota celler, sasom i jéstceller, vixter, djur
och minniskor. Méngden CDK-molekyler dr konstant under
cellcykeln, men deras aktivitet varierar under inflytande av
cyklinernas reglerande funktion. Tillsammans driver CDK-
molekyler och cykliner cellen fran fas till fas i cellcykeln.
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Man kan sdga att CDK-molekylerna ar cellcykelns motor,
medan cyklinerna kan jamforas med vixelladan, som bestdm-
mer om cellen skall »gé pa tomgang« eller drivas framét i cell-
cykeln (Figur 2). Jastceller har, i likhet med alla andra celler,
flera ndrbesldktade varianter av cykliner men endast en typ av
CDK-molekyl. Denna fungerar sévél vid 6vergangen fran G1
till S som vid 6vergangen fran G2 till M. For att styra over-
gangen fran G till S binder sig CDK-molekylen till G1-cyk-
liner, som selekterar de substrat som méste fosforyleras for att
DNA-replikationen skall kunna initieras. For att styra over-
gangen fran G2 till M binder sig CDK-molekylen till G2-cyk-
liner, som selekterar mitosspecifika substrat for fosforyle-
ring. I hdgre eukaryoter, saisom ménniska, har komplexiteten
okat, och olika varianter av CDK-molekyler har utvecklats
under evolutionen med specialiserade funktioner for de olika
cellcykelfaserna. Salunda styr CDK1, tillsammans med cyk-
lin A och B, dvergangen fran G2 till mitos, medan den myc-
ket nirbesldktade varianten CDK2 styr 6vergéngen fran G1
till S med hjélp av cyklin E. Overgangen mellan cellcykel och
vilofas (Go) styrs av varianterna CDK4 och CDK6 i kombi-
nation med cyklin D.

Upptéackten av gener som styr cellcykeln

Leland Hartwell dr pionjédren bland de tre cellcykelforskarna.
Han insag i slutet av 1960-talet mdjligheten att kunna stude-
ra cellcykeln med genetiska metoder. Han valde vanlig bage-
rijast, Saccharomyces cerevisiae, som modellsystem for cell-
cykelanalys, ett noga dvervégt och lyckosamt val. Jastceller-
nas progression genom cellcykeln kan f6ljas i mikroskopet
genom morfologisk analys. Nar cellen vuxit och uppnatt en
viss storlek fattar den beslutet att ga igenom cellcykeln. Som
forsta tecken pé detta utvecklar den en knopp. Denna knopp
vaxer sedan i storlek och utvecklas s smaningom till en dot-
tercell. Utveckling av knopp, dess form och storlek, avslojar
om cellen paborjat en cellcykel och hur langt den hunnit i cell-
cykeln pa sin vidg mot delning (Figur 3). Denna metod for
»positionsbestimning« av jastcellen i cellcykeln kombinera-
de Hartwell med genetisk metodik, déar temperaturkansliga
mutanter (ts-mutanter) studerades. Ts-mutanter, som anvén-
des inom den mikrobiologiska genetiken under 1960-talet, ar
mutanter som uppvisar den muterade fenotypen endast vid
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Figur 1. Cellens olika faser. | den forsta fasen (G1) tillvéixer cel-
len. Nér den nétt en viss storlek gar den in i DNA-syntesfasen
(S). Da kopieras arvsmassan i kromosomerna. Under nésta fas
(G2) forbereder sig cellen fér delning. | mitosfasen (M) separe-
ras kromosomerna, och cellen delar sig i tva dotterceller som
far exakt samma arvsmassa. Dérefter ar cellen tillbaka i G1-fa-
sen, och cellcykeln ér fullbordad.

Arets Nobelpristagare har med genetiska och molekylarbiolo-
giska metoder upptédckt mekanismer som kontrollerar cellcy-
keln. CDK-molekyler och cykliner, som tillsammans bildar mole-
kyldra komplex, driver cellen fran fas till fas i cellcykeln. CDK-
molekylerna kan liknas vid en motor, medan cyklinerna &r véx-
elladan som bestimmer om cellen skall ga pa tomgang eller dri-
vas framat i cellcykeln.

forhojd (icke-permissiv) temperatur och har en normal feno-
typ vid fysiologisk (permissiv) temperatur. I en serie elegan-
ta experiment i borjan av 1970-talet kunde Hartwell visa att
en viss kategori av temperaturkansliga jastcellsmutanter stan-
nade upp i cellcykeln vid den forhéjda, icke-permissiva tem-
peraturen (36° Celsius) men fortsatte att vixa i storlek [13-
15]. Vid den fysiologiska temperaturen (23° Celsius) uppfor-
de sig dessa ts-mutanter som normala, icke-muterade celler.
Ts-mutanter kunde identifieras morfologiskt pa basen av cell-
storlek och knoppens form, och Hartwell kunde ddrmed av-
gora var i cellcykeln cellerna hade stannat. Eftersom dessa
mutanter hade formagan att vixa i storlek, var det inte fraga
om mutationer i gener som styr cellens metabolism, utan istil-
let mutationer i cellcykelspecifika gener. Detta var nyckeln
till framgang, ndmligen att kunna identifiera och skilja dkta
cellecykelmutanter fran den stora merparten av mutanter som
endast var defekta i cellmetabolism och tillvaxt. Hartwell
kunde ddarmed definiera och identifiera cellcykelspecifika ge-
ner, som han gav namnet CDC-gener efter »cell division cy-
cle«. Olika CDC-gener kontrollerar passagen genom olika
cellcykelstadier. Hartwell identifierade 6ver hundra cdc-mu-
tanter, som han karakteriserade cellfysiologiskt och delade in
i ett trettiotal grupper (komplementationsgrupper). En av des-
sa mutanter, cdc28, skulle senare visa sig bli mycket betydel-
sefull for utvecklingen inom cellcykelfdltet. Denna mutant
kunde varken utveckla knopp eller replikera DNA. Hartwell
insag betydelsen av detta fynd och forslog att genen, CDC28,
som formulerar funktionen »start«, kodade for ett protein som
behdvdes for att sitta igdng en ny cellcykel [16]. Det visade
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Figur 2. Schematisk bild av »cellcykelmotorns« uppbyggnad. En
CDK-molekyl och en cyklinmolekyl bildar tillsammans ett mole-
kyldrt komplex. Detta komplex dr huvudkomponenten i den
»molekyldra motor« som driver cellen fran fas till fas. Komplex-
et fungerar som ett enzym, som kemiskt modifierar (fosforyle-
rar) andra proteiner (enzymets substrat). CDK-molekylen utfér
arbetet (fosforyleringen), medan cyklinet dels kontrollerar CDK-
molekylens enzymatiska aktivitet, dels bestimmer vilket sub-
strat (malprotein) som skall fosforyleras.

sig senare, mycket tack vare de upptackter som Nurse gjorde,
att Hartwells idé om »start« och genen CDC28 var helt kor-
rekt. Detta kan betraktas som bdrjan pa jakten efter cellcy-
kelns nyckelregulatorer. CDC-gener &r idag ett vélként be-
grepp for alla som arbetar inom cellcykelomradet och angrén-
sande forskningsfilt, och vi kdnner idag till manga av dessa
geners funktion pa molekylér nivé.

Hartwell inférde ocksa begreppet »checkpoint«, (kontroll-
station), som ett resultat av hans fynd att vissa cdc-mutanter
uppvisade extrem kanslighet for stralning. Han stéllde sig fra-
gan om stralkdnsligheten i vissa fall primdrt kunde bero pa
oférmaga hos cellen att bromsa cellcykeln, dvs inte kunna ge
cellen tid att hinna reparera DNA-skadan fore celldelningen,
snarare dn defekter i sjilva reparationsmekanismerna. Han
fann att detta var fallet. Celler med mutationer i RAD9-genen
(en i raden av manga RAD-gener) fortsatte att dela sig efter
stralning, i motsats till icke-muterade celler, som stannade
upp i G2-fas[17]. Enmotsvarande roll har p53 i diggdjurscel-
ler. Checkpoint-begreppet utvidgades senare till att omfatta
en dvervakningsmekanism, som kontrollerar att cellcykelns
olika faser kommer i rétt ordning [18]. Med begreppet skapa-
de Hartwell ett nytt sdtt att se pa cellcykelkontrollen.

Upptickten av CDK1, nyckelkomponent i »cellcykelmotorn«
Paul Nurse inspirerades av Hartwells arbete och satte upp ett
liknande system for identifiering av cdc-mutanter. Han an-
vande sig dock av en helt annan jastsort (Figur 4), Schizosac-
charomyces pombe [19, 20], en mycket avldgsen slikting till
bagerijést. Sett ur ett evolutiondrt perspektiv kan dessa tva
jastsorter betraktas vara lika langt ifran varandra som var och
en av dessa dr ifrdn minniska, ndgot som visade sig vara be-
tydelsefullt vid upptickten av en universell mekanism for
cellcykelkontroll (se nedan). S pombe vixer till skillnad fran
bagerijdst som en cylinder, och celltillvdxten kan enkelt ma-
tas som langden pa cylindern. Darigenom kunde cdc-mutan-
ter relativt enkelt identifieras med cylinderns ldngd som matt
pa cellcykelposition. Detta skulle visa sig vara en betydelse-
full egenskap vid identifieringen av cellcykelns nyckelregu-
latorer. Nurse, da verksam vid Murdoch Mitchisons laborato-
rium i Edinburgh, upptickte ndmligen en ny sorts cdc-mutant,
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Figur 3. Mikroskopisk bild av jéstceller (bagerijédst, Saccharomy-
ces cerevisiae). Dessa celler férékar sig genom avknoppning.
Nér en cell »bestammer sig« for att ga igenom en cellcykel ut-
vecklas en knopp, som véxer i storlek under cellcykeln for att i
samband med celldelningen ge upphov till en dottercell. Knop-
pens storlek och form kan anvédndas som ett matt pa var i cellcy-
keln jastcellen befinner sig. Pa bilden ses jastceller i olika stadier
av cellcykeln. (Efter Culotti och Hartwell [15].)

dér cellerna endast var hélften sa stora som de normala, icke-
muterade jastcellerna. Han kallade denna cdc-mutant weet,
eftersom wee betyder liten pa skotska [19, 20]. Detta fynd var
forsta steget i upptackten av nyckelgenen cdc2 (se nedan).
Nurse insag betydelsen av wee1-mutanten. Cellerna blev inte
smé pa grund av att cellcykeln var kortare. Cellcykeln hade
samma ldngd som hos icke-muterade celler, men wee1-celler-
na hade helt enkelt tappat den kontrollmekanism som avgor
hur stor en cell skall vara. Nurse insag att upptickten av wee1
oppnade nya mdjligheter att studera hur en cell kontrollerar
sin storlek. Han fortsatte darfor att férsoka isolera nya wee1-
mutanter. Samma wee1-mutant dok emellertid stindigt upp,
utom i ett fall, d& en ny mutant med samma fenotyp (sma cel-
ler) kunde identifieras. Denna nya wee-variant fick bendm-
ningen wee2-1 [21] och visade sig vara en annan gen, ndmli-
gen cdc2, tidigare identifierad av Nurse som en gen nodvén-
dig for mitos. Med utgangspunkt frdn denna upptéckt drog
Nurse den viktiga och korrekta slutsatsen att cdc2 dr en nyck-
elgen for mitoskontrollen [21]. Vissa mutationer av cdc2 for-
drojer cellen i G2, medan andra aktivt driver G2-cellen inien
for tidig mitos. Nurse skriver: »... some aspect of cdc2 gene
product activity (such as an allosteric interaction with another
component in the system) is important for determining when
mitosis takes place« [21]. Efter denna upptéckt stod det helt
klart att cdc2-genen inte bara var en i méngden av cellcykel-
gener, utan istéllet en helt essentiell nyckelgen f6r mitoskon-
troll. Nasta steg i karakteriseringen av cdc2-genen var att ut-
nyttja teknik for kloning genom komplementation. Denna
teknik innebér att olika gener (DNA fran ett »genbibliotek«)
fors in i jastcellen, och man undersoker darefter om ndgon av
dessa gener kan ersétta (komplementera) funktionen hos den
skadade (muterade) genen. Siddan teknik hade tidigare ut-
vecklats for bagerijast [22] men maste vidareutvecklas for att
kunna fungera vid kloning av cdc2 i S pombe. I ett genom-
brottsexperiment kunde Nurse, efter att ha klonat cdc2-genen,
ocksé visa att Hartwells CDC28 (»start«-funktionen), fran
den avldgsna slidktingen bagerijdst, kunde komplementera
cdc2-mutationen i S pombe [23]. Tva viktiga slutsatser kun-
de dras fran detta fynd, dels att cdc2/CDC28-funktionen be-
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Figur 4. Mikroskopisk bild av jéstceller av typ Schizosaccharo-
myces pombe. Dessa jéstceller &r mycket avldgsna sléktingar till
bagerijast. Mer @n en miljard ar av biologisk evolution skiljer
denna jéastsort fran bagerijést. Till skillnad fran bagerijdsten véx-
er jastcellerna pa langden som cylindrar och delar sig pa mitten.
Den enskilda jastcellens ldngd kan métas upp och anvédndas
som ett matt pa var i cellcykeln jastcellen befinner sig. (Efter
Nurse och medarbetare [20].)

varats under evolutionen, dels att denna funktion kontrollerar
tvé steg i cellcykeln, savdl 6vergangen fran G1 till S (CDC238)
som Overgangen fran G2 till M (cdc2). I ett uppmérksammat
arbete [24] klonade Nurse den humana cdc2-genen och visa-
de att den kunde fungera i jastceller. Den funktion som styrs
av cdc2 hade sélunda bevarats under mer dn en miljard &r av
biologisk evolution, fran jést till ménniska. Kloningsarbetet,
och efterfoljande molekyléra karakterisering av cdc2-genens
produkt, visade att proteinet, med molekylvikt pa 34 kDa, var
ett kinas, som kan fosforylera ett antal olika substrat. Kinas-
aktivitet och substratspecificitet regleras av ett annat protein,
cyklin (se Figur 5§ och nedan). Kinaset, som forekommer i alla
eukaryota celler, har idag fatt beteckningen CDK1.

Nurse f6ljde ocksa upp sitt ursprungsfynd med de sma cel-
lerna (wee1-cellerna), det fynd som ledde till upptickten av
cdc2-genens centrala roll. Han visade att ocksa wee1-genen,
i likhet med cdc2-genen, kodar for ett kinas. Detta kinas ham-
mar aktiviteten hos CDK1 (cdc2-genens produkt) genom att
placera en fosfatgrupp i den ATP-bindande »fickan« pa
CDK1-molekylen. Han visade ocksé att wee1-kinasets ham-
mande inflytande pd CDK1 kunde motverkas av ett annat pro-
tein, ett fosfatas, kodat av genen cdc25, som tar bort den ham-
mande fosfatgruppen fran CDK1-molekylen [25, 26]. Salun-
da regleras CDK1-molekylens egen kinasaktivitet genom re-
versibel fosforylering av wee1-kinaset och cdc2 5-fosfataset,
vilket ar en av flera molekyldra mekanismer som cellen an-
vander som checkpoint. Aven generna wee1 och cdc25 ater-
finns hos ménniska och har salunda i likhet med CDK och
cyklin bevarats under den biologiska evolutionen.

Upptéckten av cyklin

Tidpunkten for upptackten av cyklin, den regulatoriska sub-
enheten av cellcykelns »motor«, kan intressant nog exakt
faststillas till den 23 juli 1982 [27, 28]. Bakgrunden ar fol-
jande. Tim Hunt hade sedan 1967 studerat regleringen av pro-
teinsyntesen in vivo och in vitro. Han hade framst fokuserat
pa mekanismerna for globinets syntes men sedan bérjan av
1980-talet dven blivit intresserad av proteinsyntesens regle-
ring under den tidiga embryonala utvecklingen av marina
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Figur 5. En schematisk bild av hur cyklinméngden varierar un-
der cellcykeln. Nér cellen forbereder sig fér delning 6kar méng-
den cyklin. Fér att mitosen skall kunna fullbordas maéste cyklinet
brytas ned. Denna periodicitet hos cyklinet var en av Tim Hunts
viktigaste upptéckter. D = celldelning.

evertebrater. Sommaren 1982 undervisade Hunt i en kurs pa
den marinbiologiska stationen i Woods Hole pa Cape Cod i
Massachusetts. Som sin tillfdlliga laboratorieassistent hade
han med sig en sommarstudent, Tom Evans fran Cambridge.
I ett av experimenten ville man studera om det fanns en skill-
nad i proteinsyntesmonstret mellan befruktade och partono-
genetiskt aktiverade sjoborredgg (Arbacia punctulata). Detta
studerades genom inmirkning av nysyntetiserade proteiner
med en radioaktiv aminosyra (metionin). Genom att sedan ta
prov var tionde minut och analysera dessa med hjilp av SDS-
polyakrylamidgelelektrofores kunde fordndringar i protein-
monstret latt foljas fram till celldelningen. Hunt observerade
da att ett specifikt protein fanns i stora mangder i det icke ak-
tiverade dgget, men att proteinet sedan forsvann abrupt i sam-
band med dggets delning. Hemligheten bakom att man lyck-
ades observera denna periodicitet hos proteinet var att man
tog prov med mycket korta intervaller under cellcykelns alla
faser. Pa grundval av proteinets cykliska beteende dopte Hunt
det till cyklin [28]. Han fann senare samma sommar att lik-
nande proteiner ocksa kunde pavisas hos dgg fran musslan
Spisula solidissima, en organism som evolutiondrt 4r en tim-
ligen avldgsen slédkting till sjoborren. I detta fall iakttog man
tva proteiner vars mangd okade kraftigt kort efter befrukt-
ningen. Man hade de facto noterat dessa proteiner redan ett
par ar tidigare [29] men da inte lagt mérke till den cykliska
nedbrytningen och foljaktligen inte kopplat ihop proteinerna
med cellcykeln. Fyndet ledde till klassificeringen av cykliner
i A- och B-typer. Det dr remarkabelt att dessa relativt enkla
experiment och observationer gav en av de viktigaste nyck-
larna till forstaelsen av cellcykelns reglering. Det bor noteras
att varken Hartwell eller Nurse bland sina cellcykelmutanter
kunde identifiera cyklin, eftersom jéstsvamparna har flera
narbeslaktade cykliner, som kan ersétta varandra.

Centralt i Hunts obervation var att syntesen av cyklinet var
konstant under hela cellcykeln men att cyklinet bréts ned i
samband med celldelningen. Detta innebér att cyklinméng-
den stadigt 6kar fore mitosen och sedan abrupt minskar for att
mojliggdra uttrdde ur M-fasen och den pafdljande celldel-
ningen (Figur 5). Aktiveringen av det cellcykelreglerande ka-
talytiska kinaset (CDK) kréver att detta binds till cyklinsub-
enheten, medan inaktivering forutsitter att cyklinet degrade-
ras. Denna reglering av cyklinmingden visade sig senare vara
universell i eukaryota celler och en av de viktigaste mekanis-
merna for regleringen av cellcykeln. Vi vet nu att cyklinerna
innehaller en speciell aminosyrasekvens, en »destruction
box« [30], som kénns igen av ett komplex kallat »anaphase
promoting complex« (APC) eller »cyclosome« [31]. Bind-
ningen av APC till cyklin leder till att det ubikvitineras, dvs
»mirks« for nedbrytning via kovalent modifiering med ett
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protein kallat ubikvitin (ubiquitin), och dérefter bryts ned av
proteosomer (ett proteaskomplex). Hunt har dnda sedan upp-
tackten av cyklin aktivt studerat mekanismerna for cyklinde-
gradationen och hérvidlag givit viktiga bidrag till omradet.

Redan i nyckelarbetet fran 1983 [28] spekulerar forfattar-
na dver att cyklin kunde spela en viktig roll i cellcykeln. Det-
ta baserades bl a pa experiment som visade att nedbrytningen
av cyklin inhiberades om cellcykeln stoppades genom be-
handling med kolchicin, taxol eller cytokalacin. De noterade
ocksa att den periodiska nedbrytningen pdminde om beteen-
det hos »maturation promoting factor« (MPF), den i borjan av
1970-talet pavisade cytoplasmatiska mitosinducerande akti-
viteten (se ovan). Spekulationerna visade sig sedermera vara
korrekta. Man lyckades i slutet av 1980-talet rena MPF fran
grodigg (Xenopus) [12] och fann att det inneholl tva huvud-
komponenter, ett 32 kDa- och ett 45 kDa-protein. Det forra
visades vara identiskt med cdc2-kinaset (cdk1) [32, 33] och
det senare med cyklin B [34]. Det forsta komplementira DNA
(cDNA) klonades fran en mussla 1983 [35], medan Hunt nag-
ra ar senare klonade cyklin-cDNA fran sjoborren Arbacia
[36]. Idag har antalet kinda mammala cellcykelreglerande
cykliner vuxit till ett tiotal. De binder sig till olika cdk-mole-
kyler och reglerar olika faser av cellcykeln (se ovan).

Upptéackternas betydelse

Ett av de viktigaste momenten i cellcykeln ar hur arvsmassan
hanteras, dvs kromosomernas duplikation (DNA-replikation)
och kromosomernas segregation (kromatidseparation). Un-
der den biologiska evolutionen uppstod ett behov av att kun-
na separera dessa tva processer fran varandra i tid och rum. I
prokaryota celler, sdsom bakterier, som har endast en kromo-
som, dr mekanismen fér DNA-replikation kopplad till segre-
gationen av de tvd DNA-kopiorna. I samband med upp-
komsten av eukaryota celler, nar médngden DNA i cellen oka-
de och generna blev fordelade pa flera kromosomer, kunde re-
plikation och segregation av DNA inte ldngre vara kopplade
till samma process av rent spatiala skil. Dessa processer mas-
te separeras, samordnas och kontrolleras var for sig. CDK och
cyklin, vars upptéackter belonas med arets Nobelpris i fysiolo-
gi eller medicin, ingdr i den moleykéara motor som har som en
huvuduppgift att samordna kromosomreplikation och kro-
mosomsegregation. Den har bevarats under evolutionen och
utgor ett molekylért fundament savil hos encelliga organis-
mer som hos midnniska. Den precision med vilken cellcykelns
olika faser dr samordnade ar fundamental f6r genomets inte-
gritet och garanterar organismernas overlevnad. Defekter i
denna samordning kan ge upphov till genetisk instabilitet, dvs
en kategori av mutationer dir delar av arvsmassan fordelas
ojamnt mellan dottercellerna, gar forlorad eller omlagras.
Detta kan leda till manga olika tillstand beroende pa vilken el-
ler vilka gener som paverkas. For att sitta in arets Nobelpris i
ett storre vetenskapligt sammanhang kan man, nagot tillspet-
sat och forenklat, sédga att Watsons och Cricks DNA-modell
fran 1953 gav oss en molekyldr forklaring till hur en gen ko-
pieras. Nu borjar vi fa en molekyldr forklaring till hur hela cel-
len kopieras.

Cellcykelkontroll och cancer

Upptackterna av hur cellcykeln kontrolleras ar av fundamen-
tal betydelse for forstaelsen av tillvaxt och tillvéxtstdrningar
i alla typer av vixtceller och djurceller, inklusive ménniskans
celler. Betydelsen for forstaelsen av cancersjukdomarna ar
hérvidlag helt uppenbar. Cancer karakteriseras av okontrolle-
rad cellforokning, och cancercellerna genomgér upprepade
cellcykler. Basal kunskap om cellcykelkontroll ar darfor yt-
terst betydelsefull. Komponenterna i cellcykelmotorn, savél
CDK som cykliner, har i vissa tumdrformer visat sig ha funk-
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tion som onkgenprodukter, dvs driver cellen mot okontrolle-
rad celldelning. Hyperaktivering av CDK-molekyler och cyk-
liner har ocksa visat sig motverka tumorsuppressorfunktion,
en funktion som ar helt avgorande for balanserad tillvéaxt. Ut-
veckling av kemiska substanser som himmar CDK-aktivitet
tilldrar sig darfor ett stort intresse. Ett antal sédana substanser
genomgar for nirvarande kliniska provningar. Annu viktiga-
re i cancersammanhang dr sannolikt cellcykelns organisation
med checkpoints (kontrollstationer), som utgdr en garanti for
genomets stabilitet och exakta fordelning mellan dotterceller-
na. Det dr via dessa checkpoints som exempelvis p53, ofta
muterad i cancerceller, har sin inverkan pa cellcykeln. Vid
DNA-skada inducerar p53-molekylen syntes av ett annat pro-
tein, p21. Detta protein binds till CDK—cyklinkomplexet och
hdmmar dess kinasaktivitet, varvid cellcykeln stannar. Det
borjar nu framsta som allt tydligare att checkpoint-stdrning dr
en viktig mekanism bakom uppkomst av kromosomal insta-
bilitet i cancerceller [37]. Savél aneuploidi som kromosoma-
la omlagringar (genamplifiering, deletioner och translokatio-
ner) kan ha sin forklaring i checkpoint-defekter. Eftersom
dessa kromosomala férdndringar ar tumdrspecifika, kan 6kad
kunskap pé molekylar nivd om defekter i cellcykelkontrollen
i det langsiktiga perspektivet Oppna principiellt nya végar for
tumorspecifika behandlingsstrategier. Da manga av de mole-
kyldra system som ingér i cellcykelkontrollen bevarats under
evolutionen, kan dessa med fordel analyseras pa ett kraftfullt
sitt med genetiska och molekylédrbiologiska metoder i lamp-
liga modellsystem, t ex jéstceller. Inom tumordiagnostiken
har upptickterna av CDK och cyklin redan bdrjat fa sin till-
lampning. Med immunhistokemiska metoder kan olika typer
av cykliner pavisas i cancerceller, vilket kan ge information
om savil tillvaxthastighet som cellcykelstorningar. Sddan in-
formation kan ligga till grund for bedomning av tumérens ag-
gressivitet och for val av behandling. Aven genetiska meto-
der som bygger pa analys av CDK och cykliner har sin plats
inom diagnostiken. Som exempel kan ndmnas att genen for
cyklin D férekommer i ett starkt forhojt antal kopior (genam-
plifiering) i 10 till 20 procent av brdstcancerfallen hos mén-
niska. Genamplifiering med avseende pa CDK-gener har ock-
s pavisats i andra tumdrformer. Mycket arbete aterstar for att
utreda det praktiska vérdet av cellcykelanalys inom tumordia-
gnostiken, men sadan typ av diagnostik har sannolikt kommit
for att stanna.
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